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Uber die Bernsteinsiurebildung durch Bacterium coli. 


Beitrag zur Kenntnis der Bernsteinsadurebildung 
im Zusammenhang mit der Eiweifsynthese. 


Von 


Moritz Michaelis. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Stiftung fiir chemische Forschung, Helsinki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1935.) 


Die schon seit langem beobachtete Entstehung von Bernstein- 
siure bei der alkoholischen Girung des Zuckers gewinnt neuer- 
dings besondere Bedeutung fiir die Frage nach den ersten Stufen 
der bakteriellen und pflanzlichen Synthese des KiweiBes aus Kohlen- 
hydraten. Nach der allgemeinen Auffassung entsteht die Bernstein- 
siure durch enzymatische Dehydrierung und Kondensation zweier 
Molekiile Essigsiure. Dem gegeniiber nimmt Virtanen!) in den 
von ihm untersuchten Fillen eine Entstehung auf Grund eines 
anderen Abbauschemas der Kohlenhydrate an. Danach wird die 
Glucose in 2 Richtungen gespalten: Ein Abbauweg fiihrt iiber 
Hexosephosphat durch Aufspaltung der Hexosekette in der Mitte 
zu zwei 3-Kohlenstoffkérpern, woraus die iiblichen Girprodukte 
entstehen, der andere durch Spaltung der Hexosekette zu 2- und 
4-Kohlenstoffkérpern, woraus die Bernsteinsiure gebildet wird. 
Da nun durch das Aspartaseenzym die Reaktion Fumarsiure 
+ NH, <-> Asparaginsiure ausgelést wird und die Fumar- und 
Bernsteinsiure enzymatisch ineinander iibergehen kénnen, erhalten 
diese Abbauprodukte des Zuckers eine groBe Bedeutung als Bau- 
steine der Aminoséuresynthese”). 

Wenn nun die Synthese der Asparaginsiure (und damit héher- 
molekularer EiweiBstoffe) wirklich itiber Fumar- bzw. Bernstein- 


1) Ann. Acad. Sci. Fen. A 29, Nr. 26, 5 (1927), sowie Acta Chemica 
Fennica 6, 18 (1931); 7, 17, Nr. 13 (1981). 
#) Virtanen u. Tarnanen, Biochem, Z. 250, 193 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVII. 13 
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siiure verliuft, dann muB die weitere Umwandlung dieser Sauren 
davon abhingig sein, ob die Asparaginsiiurebildung iiberhaupt er- 
méglicht wird, ob also fiir die Bakterien Bedingungen bestehen, 
unter denen Aspartase wirksam sein kann, und ob dazu ge- 
niigend Ammoniak vorhanden ist. 


Die letztere Alternative haben wir gepriift im AnschluB an 
eine gelegentliche Beobachtung von Virtanen und Karstrém 
[?), S. 197/98)]; diese hatten eine Abhangigkeit der Bernsteinsiure- 
bildung von der Ammoniakkonzentration gefunden. In unseren 
Versuchen wurde die Bernsteinsiiureausbeute beim Wachstum 
von Bacterium coli (Stamm VII dieses Laboratoriums) in Saccha- 
roselisungen bei steigender Ammoniumsulfatkonzentration unter- 
sucht. 


Zu einem Vorversuch verwendeten wir eine von Tikka’) angegebene 
Nihrlésung, welche in 
1000 cem Leitungswasser 
6 g K,HPO,, 
1g NaCl, 
Spuren MgSO, 


und von 0,1°/, bis 5°/, steigende Mengen Ammoniumsulfat enthielt. Nach 
der Impfung wurde etwa 40 Stunden bei 37° bebriitet. Wihrend des Ver- 
suchs traten, wie durch zugesetztes Phenolrot festgestellt wurde, erheb- 
liche Schwankungen der Aciditit auf, die wegen der schwachen Pufferung 
durch Alkalizusatz immer nur fiir kurze Zeit behoben werden konnten. 
Doch schon hier zeigt sich eine deutliche Abhingigkeit der Bernsteinsiure- 
ausbeute vom Ammoniakzusatz. 


Tabelle I. 


Jeder Ansatz 500 ccm. ‘Temperatur 37°. 























mi tcialmi wi) y i @ 
Zugesetzt: 
Saccharose in °%/,. . 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
(NH,),SO, in °/, 0,1 0,5 2 3 4 5 





Erhalten in °/, der Saccharose: 


Bernsteinsiiure . . . 10,6 5,8 4,2 4,3 3,9 4,3 
eee 13,4 11,8 | 14,2 | 14,5 14,5 | 15,7 
Milchsiiure. . .. . 12 35,5 | 41,8 | 21,2 — 22,0 
Essigsiure. .... 26,8 18,9 11,8 19 22,9 — 

















Ameisensiiure .. . 16,5 ! 14,1 17,2 21,5 10 17,3 


8) Ann. Acad. Sei. Fenn. A. 41, 38, Nr. 4 (1935). 
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Die Aufarbeitung*) geschah, indem nach beendetem Verbrauch des 


A Zuckers (die Proben der mit Salzsiiure hydrolysierten Girlésung waren 
wall Fehling-negativ) die Bakterien in der Lésung durch Zusatz konzentrierter 
en, —  Schwefelsiure abgetétet wurden. Durch das Ansiuern wird das listige 
ge- Schiumen bei der folgenden Destillation vermieden. Nach einigen Stunden 

wurde wieder alkalisch gemacht, von der Bakterienmasse abzentrifugiert, 

der Riickstand gewaschen und nochmals zentrifugiert, das Waschwasser 
an — zur abgeschleuderten Liésung gegeben und auf 600 cem aufgefiillt (Lésung A). 
Om § 20 cem dieser Lésung wurden nach Schenk mit 20 cem 4°/,iger Salzsdure 
re- — und 1g Sublimat zur EnteiweiBung iiber Nacht im Eisschrank belassen 
ren (Lisung B); nach dem Entquecksilbern mit Schwefelwasserstoff und dessen 

Verjagung durch Ausliften wurden mit aliquoten Teilen die Milchsiure- 
om bestimmungen nach Lieb und Zacher]5) ausgefiihrt. Die iibrigen 580 ccm 
ha- der Lésung A wurden zunichst auf die Hilfte eingeengt, das Destillat an- 
er- —  gesiiuert und nochmals zu ?/, abgedampft. Aus diesem Destillat wurde der 


Alkohol nach Kuriloff®*) bestimmt. Aus der eingeengten Lésung A wurden 

' sodann nach dem Ansiduern die fliichtigen Siuren mit Wasserdampf ab- 

wae geblasen, wobei zur Verfolgung der Destillation je 300 ccm des Destillates 
mit n/10-Natronlauge titriert wurden. Das Abblasen ist beendet, wenn zwei 
nacheinander erhaltene Fraktionen nicht mehr als je 5 ccm Natronlauge 
verbrauchen. Das alkalisch gemachte Destillat wurde dann in der Porzellan- 

schale auf etwa 50 cem eingedampft, in einem 100 cem-Me8kolben mit 
Schwefelsiure angesiuert und aufgefillt (Lésung C). Aus dieser Lésung 

wurden in Proben von 5, 10 und 15 cem die Ameisensiure nach Riesser’) 


— | 


ach bestimmt, die restlichen 70 cem wurden zur Bestimmung der Essigsiiure ' 
‘er. — nochmals mit Wasserdampf abgeblasen und titriert, wie oben angegeben. | 
eb- — Die Differenz fliichtige Siuren minus Ameisensiure ist als Essigsiure auf- 
ing —  gefiihrt. Aus der Lésung A wurde die Bernsteinsiure 48 Stunden lang im | 
ten. —  Perkolator mit Ather extrahiert, nach dessen Verjagen in Wasser auf- 
ire- #  genommen, mit n/10-Natronlauge neutralisiert (Phenolphthalein), mit 2 norm. 


Silbernitratlésung als Silbersuccinat gefallt und im Goochtiegel nach Trock- 
nung bei 105° gewogen. ) 

Um durch Acidititsschwankungen méglicherweise verursachte ' 
Wachstumsstérungen auszuschalten, diente zum nachsten Versuch t, 
ein m/8-Phosphatpuffer vom p,, 6,96, der 0,5°/, Saccharose, 0,1°/, 
Natriumchlorid, einige Tropfen Phenolrotlésung, Spuren Magnesium- 
sulfat sowie steigende Mengen Ammoniumsulfat enthielt. Beimpft 
wurde mit 1 ccm frischer Bakteriensuspension. Das p, wurde in 


4 einer Probe potentiometrisch bestimmt und wiahrend des Versuchs 
mit einer neutralen Vergleichslésung von Phenolrot kontrolliert. 
Zur Neutralisation war nur wenig Alkali erforderlich. Auf- 

; arbeitung wie oben. 

0 


*) Vgl. Karstrém, Ann. Acad. Sci. Fenn. A 33, Nr. 2 (1930). 
3 Ug 5) Diese Z. 211, 211 (1982). 

°) Ber. chem. Ges. 30, 741 (1897). 

‘) Rona, Praktikum der Physiologischen Chemie II, 245 (Berlin 1929). 
18* 
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Tabelle II. 
Jeder Ansatz 500 ccm. Temperatur 37°. 























Nr. | I | II | I | IV 
Zugesetzt: 
Saccharose in 9, . . . 0,5 0,5 0,5 0,5 
(NH,),SO, in %.... 0,02 0,1 0,5 2 
Erhalten in °/, der Saccharose: 
Bernsteinsiiure ... . 25,5 4,6 3,75 1,1 
gy ew ce 12,5 11,95 10,85 13,5 
Milchsiure ...... 19 15,24 14,5 19,6 
Essigsiure ...... 17,4 25,8 23,2 10,92 
Ameisensiure. .... 17,3 20,3 21 18,5 








In Vorversuchen war festgestellt worden, daB stirkere Puffer- 


konzentrationen das Wachstum hemmten, ebenso stirkere Kon- & 


zentrationen an Ammoniumsulfat. Bei schwicherer Pufferung ist 
es schwierig, das p,, konstant zu halten. 

Die Ergebnisse zeigen insbesondere bei Vergleich von 
Ansatz I mit den iibrigen, daB allein die Bernsteinsiure- 
ausbeute in deutlicher Abhingigkeit von der Ammoniak- 
konzentration steht, und zwar im Sinne der Virtanenschen 
Vorstellung. Hervorzuheben ist, da8 die Zahlen keinen Zusammen- 
hang zwischen Hssigsiure- und Bernsteinsiureausbeute erkennen 
lassen; sie geben keinen Anhalt fiir die Auffassung, daB die Bern- 
steinsiure aus Kssigsiiure entstehe. 

Wir glauben iibrigens, da8 die von Butkewitsch und 
Fedoroff’) mit dem Pilz Mucor stolonifera erhaltenen Ergeb- 
nisse im Sinne unserer Auffassung zu deuten sind: B. und F. 
fanden nimlich in Kreide-gepufferten Lésungen bei Wachstums- 
versuchen unter ,,verhiltnismifbigem Stickstoffmangel* (0,3 °/, 
Ammoniumsulfat) 30—40°/, des verbrauchten Zuckers als Fumar- 
siiure wieder; zugleich beobachteten sie eine starke Zunahme der 
Bernsteinsiure (beinahe 10°/,) und anfanglich langsameres Pilz- 
wachstum unter Bildung von schwer léslichem Calciumfamarat, 
was wohl dadurch erklart sein diirfte, daB die nach Virtanen 
und Tarnanen zur EiweiBsynthese notwendige Fumarsiure ab- 
gefangen wurde. Sie geben auch an, daB der Pilz iberhaupt 
Fumarsiure leicht verwerten kénne, ihn aber wahrscheinlich der 
Stickstoffmangel in ihren Versuchen daran gehindert habe. 


*) Biochem. Z. 206, 436, und zwar 447—450 (1929). 
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Zusammenfassung. 


1. Von den beim Wachstum von Bacterium coli in Saccharose- 
uihrlésungen mit steigenden Ammoniakkonzentrationen erhaltenen 
-._. — Produkten wurden gemessen: Bernsteinsiure, Alkohol, Milchsiure, 
| ssigsiure und Ameisensiure. 
) 2. Ein Zusammenhang zwischen Ammoniakkonzentration und 
Girprodukt gibt sich dabei nur fiir die Bernsteinsiure zu erkennen: 
Mit steigender Ammoniakkonzentration nimmt die Ausbeute an 
Bernsteinsaéure ab. 

3. Es besteht kein Zusammenhang zwischen den Ausbeuten 

2 ' an Essigsiure und Bernsteinsiure. 
: 4. Diese Tatsachen werden so gedeutet, daB die Bernstein- 
siure als Spaltprodukt des Zuckers entsteht und nur bei aus- 


fer- ; ' 

ate reichendem Ammoniakgehalt iiber Fumarsiiure mittels der Aspar- 

“tet tase zu Asparaginsiure (und weiter zu EiweiBstoffen) umgewandelt 
: werden kann. 

von . er ; ; 

in Herrn Professor Dr. A, 1. Virtanen méchte ich auch an dieser Stelle 


fir die mir gewihrte Gastfreundschaft und tatkriftige Unterstiitzung dieser 
uk- # Arbeit danken. Auch Herrn Mag. M. Nurmia bin ich fiir viele wertvolle 
Ratsehlige zu Dank verpflichtet. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. VII. 


§-Oxydation von per os verabfolgten, 
normalen gesattigten Dicarbonsauren. 


Von 


P. E. Verkade, J. van der Lee und A. J. 8, van Alphen. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handelshochschule 
und dem Reichsseruminstitut in Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Oktober 1935.) 


§ 1. In einer friiheren Abhandlung iiber den Fettstoffwechsel 
haben Verkade und van der Lee!) das folgende allgemeine 
Schema aufgestellt fiir den Abbau von normalen gesittigten Fett- 
siuren im lebenden Organismus: 


CH,—(CH,), COOH —°->» HOOC—(CH,),—— COOH 


‘8 
v Y 
CH,—(CH,)p_,— COOH —°-> HOOC—(CH,),_,—COOH 
| [2 
Y Y 
CH,—(CH,),_.—COOH —°-»> HOOC—(CH,),_,—COOH 
1B B 
Y 7 Y 
usw. > usw. 


Beiliufig sei bemerkt, daB indessen die Méglichkeit des Be- 
stehens von noch mehr Abbaumechanismen fiir diese S&uren 
keineswegs fiir ausgeschlossen gehalten wurde. Soweit es die 
Dicarbonsiuren betrifft, war dieses Schema damals auf den beiden 
folgenden Tatsachen gegriindet: 

a) die im Laboratorium des einen von uns (V.) entdeckte 
w-Oxydation der Fettsiuren und die damit zusammenhingenden 
Erscheinungen der Disiureacidosis und Diacidurie’,. Be- 
sonders Tricaprin und Triundecylin erwiesen sich als _ stark 
diacidogen. 


1) Diese Z. 227, 213 (1934). 
2) Verkade u. Mitarbeiter, Diese Z. 215, 225 (1933); 225, 230 (1934); 
234, 21 (1935); Biochemic. J. 28, 31 (1934). 


an  uapgth 


————,— ~~ _ oo 
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b) die Anwesenheit typischer niederer Dicarbonsiuren mit 
gerader bzw. ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen neben der 
durch w-Oxydation gebildeten geraden bzw. ungeraden Dicarbon- 
siure im Harn}), Nach Verabreichung von Tricaprin wurden im 
Harn der Versuchspersonen neben Sebacinsiiure auch kleine Mengen 
Korksiure und Adipinsiiure (C,,—C,, C,) gefunden; nach Genub 
yon Triundecylin enthielt der Harn neben Undecandisiure auch 
kleine Mengen Azelainsiiure und Pimelinsiure (C,,—C,, C,). 

Die im Schema angenommene f-Oxydation der normalen 
sesattigten Dicarbonséuren war also damals noch nicht mit 
Hilfe von in vivo-Experimenten — allein solche Versuche sind 
u. E. hinreichend beweiskriftig (vgl. § 4) — auf ihr Auftreten ge- 
prift. Verkade und van der Lee haben sich damals begniigt 
die Méglichkeit zu erwigen, daf Dicarbonsiiuren ausschlieBlich 
durch w-Oxydation von Fettsiuren gebildet werden, also keine 
Zwischenprodukte, sondern Nebenprodukte des Fettstoffwechsels 
sind, welche weiter keine Rolle spielen. In diesem Falle wiirden 
im Abbauschema die senkrechten Pfeile rechts fehlen. Diese 
Méglichkeit wurde indessen abgelehnt. 

Selbstverstiindlich war es notwendig zu versuchen, dieses 
vorausgesetzte Auftreten von f£-Oxydation von Dicarbonsiuren im 
Organismus zu beweisen. Schon friither') wurde hierauf hingewiesen 
und in diesem Zusammenhang die Aufmerksamkeit gelenkt auf 
die von Mori’) beim Kaninchen und von Andersen‘) beim 
Menschen und beim Hunde wahrgenommene Erhéhung der Oxal- 
siiureausscheidung im Harn nach Verabfolgung von Adipinsiure. 
Wir haben diesen Beweis nunmehr in sehr iiberzeugender Weise 
erbringen kénnen. 


$2. Zwei ausgewachsene Hunde von 12 bzw. 13 kg erhielten wihrend 
drei aufeinanderfolgender Tage 2mal tiiglich, stets um 11 und 17 Uhr, 
2,5 g Dinatriumsalz von Sebacinsiiure bzw. Undecandisiure; daneben jedes- 
mal eine méglichst gleiche Menge Hundekeks (20—30g) und mageres 
Pferdefleisch (10—15 g) und Wasser, soviel sie wollten. Der Harn wurde 
ieistens freiwillig entleert, nétigenfalls jedoch auch durch Katheterisieren. 
In den aufeinanderfolgenden Portionen wurde, wie bereits friiher angegeben, 
auf Sebacinsiure bzw. Undecandisiure gepriift. Das Auffangen des Harns 
wurde eingestellt, nachdem die Reaktion wihrend geraumer Zeit negativ 
ausgefallen war; 6 Tage erwiesen sich hier immer als ausreichend. 

Jedem Hunde wurde insgesamt 30 g von jedem Dinatriumsalz, das ist 
24,6 g Sebacinsiiure und 24,9 g Undecandisiiure, per os verabfolgt. Die 


*) J. of Biol. Chem. 35, 341 (1918). 
*) Vgl. Flaschentriger, Diese Z. 159, 297 (1927). 
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Harne beider Hunde wurden gesondert aufgearbeitet und ergaben in quali- 
tativer Hinsicht — allein hierum handelt es sich jetzt — gleiche Resultate. 

Ein Teil der verabfolgten Dicarbonsiure wurde unverindert 
im Harn ausgeschieden. Mit dieser Tatsache werden wir uns in 
Abhandlung VIII beschiftigen, in welcher wir nachzuweisen 
wiinschen, daB die von uns gefundene Abbauweise der normalen 
gesittigten Fettsiuren keineswegs auf die niedrigen Glieder dieser 
Reihe beschriinkt ist, wie dies in der neueren Literatur schon 
einige Male geiuBert ist’). 

Nach Verabfolgung von Sebacinsiure enthielt der 
Harn auch Korksiure und Adipinsiure; nach Verab- 
reichung von Undecandisiure waren auch Azelainsaure 
und Pimelinsiure vorhanden. Mit vollkommener Sicher- 
heit ist somit der Beweis geliefert, daB beim Hunde 
8-Oxydationvon diesen Dicarbonsiurenauftritt. DaB dieser 
ProzeB sich auch beim Menschen vollzieht, unterliegt nun wohl keinem 
Zweifel mehr; es scheint uns zwecklos, dies noch durch spezielle 
Versuche zu beweisen. Sicherlich ist denn auch z. B. die nach 
Genu8 von Tricaprin im Harn der Versuchspersonen vorhandene 
Korksiure, wenigstens zum Teil, durch f-Oxydation von Sebacin- 
siure, des w-Oxydationsproduktes von Caprinsiure, entstanden. 


Wir beschrinken uns beziiglich der von uns angewandten Aufarbeitungs- 
weisen des Harns auf die folgenden Angaben: 

Auf grundsitzlich gleiche Weise, wie in einer vorigen Abhandlung 
(4), S. 215] beschrieben, wurde ein benzolischer Extrakt erhalten. Aus dem 
Benzolriickstand konnten dann, namentlich durch fraktionierte Krystalli. 
sation aus Wasser und aus Aceton—Petrolither und weiter u. a. durch 
fraktionierte Fallung der Kupfersalze, die genannten partiellen Abbauprodukte 
der verabfolgten Dicarbonsiuren isoliert werden._Nachstehend folgen einige 
Angaben beziiglich dieser Produkte: | 

Adipinsaure. Schmelzp. 151—152°; Mischschmelzpunkt mit ejnem 
durch Oxydation von Cyclohexanol mit Salpetersiiure erhaltenen Pfr 
vom Schmelzp. 153°: 151—152°. 

Korksaure. Schmelzp. 140—1i41°; Mischschmelzpunkt mit einem au- 
Ricinusél hergestellten Priiparat vom Schmelzp. 140—141°: unveriindert. 


Pimelinsaure. Schmelzp. 102—104°; Mischschmelzpunkt mit einem 
nach von Braun hergestellten, bei 104,5—105° schmelzenden Priiparat: 
103—104,5°. 

Azelainsaure. Schmelzp. 105—107°. Mischschmelzpunkt mit einem 
Priiparat aus Ricinusél vom Schmelzp. 106,5—107,5°: 106—107°; mit einem 
nach Walker und Lumsden erhaltenen, bei 110° schmelzenden Undecandi- 
siurepriparat (Gewichtsverhiltnis etwa 1:1): etwa 90—96° 


®) Fiir einige vorliufige diesbeziigliche Betrachtungen vgl. Verkade u. 
van der Lee, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 54, 893 (1935). 
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Halle®) behauptet, bei seinen Untersuchungen iiber Japanwachs be- 
merkt zu haben, daB Mischschmelzpunktsbestimmungen bei hochmolekularen 
homologen Dicarbonsiéuren vollig unzuverlissig sind; bei Gemischen von 
bestimmt nicht-identischen Siuren (mit naheliegenden Schmelzpunkten) 
wurden keine Schmelzpunktsdepressionen beobachtet. Bei Gemischen von 
den uns jetzt interessierenden niederen Gliedern der Reihe von normalen 
gesiittigten Dicarbonsiuren haben wir jedoch immer sehr deutliche De- 
pressionen gefunden und eine Identifikation dieser Siiuren ist deshalb auf 
diesem Wege sehr gut méglich. 

Titrationen und Verbrennungen dieser Siuren lieferten mit den 
theoretischen Werten gut stimmende Resultate. 


Das Verhiltnis, in welchem die Dicarbonsiiuren C,,, C, und 

bzw. C,,, ©, nd C, im Harn vorhanden sind, ist selbst- 
ie bei ‘don "beiden Versuchstieren und sogar bei den beiden 
Versuchen mit demselben Hunde nicht dasselbe. Wir haben nicht 
versucht, zu annihernd quantitativen Bestimmungen dieser Siuren 
zu gelangen. Die Dicarbonsiuren C,, bzw. C,, herrschten immer 
schr stark vor (bei den beiden Hunden wurde etwa 28 und 33°/,, 
baw. etwa 7 und 17°/, der verabfolgten Menge wieder ausgeschie- 
den); die Mengen der Saiuren C, und ©, bzw. C, und C, betrugen 
durchschnittlich einige Prozent der abgebauten Mengen Sebacin- 
siure bzw. Undecandisiure. 

In dem nach Verabreichung von Sebacinsiure entleerten 
Harn haben wir auch nach Bernsteinsiure gesucht, jedoch 
keine finden kénnen. Wir verwelsen in dieser Beziehung aut 
Abhandlung IX dieser Reihe. 


§ 3. Schon vor einigen Jahren hat Flaschentriger‘) beiliufig die 
Frage aufgeworfen, ob die normalen gesittigten Dicarbonsiiuren im Organis- 
mus vielleicht durch §-Oxydation abgebaut werden, und sogar Injektions- 
versuche an Hunden mit den Natriumsalzen solcher Siuren angestellt, 
welche es ihm so gut wie sicher hitten erméglichen kénnen, diese Frage 
bejahend zu beantworten. Es besteht nimlich u. E. kein triftiger Grund 
zur Vermutung von einem essentiellen Gegensatz in der betreffenden 
Hinsicht zwischen per os und subcutan verabfolgter Dicarbonsiiure. Aus 
Flaschentrigers Abhandlung erhellt jedoch nicht, daB er dieser Frage 
weitere Beachtung geschenkt hat; es wird nur die Ausscheidung der ver- 
abfolgten Dicarbonsiiuren untersucht. 


- 


§ 4. Nicht unerwahnt bide hier, daB Ponsford und 
Smedley-Maclean’) bei Untersuchungen iiber die Oxydation von 
normalen gesiittigten Dicarbonsiuren durch Wasserstoffperoxyd in 


°) Dissertation, Leipzig 1928, S. 56. 
‘) Biochemie. J. 28, 892 (1934). 
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Gegenwart eines Kupfersalzes einige Substanzen zu isolieren ver- 
mochten, welche wohl als #-Oxydationsprodukte dieser Sauren 
betrachtet werden miissen. So wurden aus Glutarsiure Aceton, 
aus Korksiure Acetonylaceton erhalten. Im letzteren Falle hat 
also an beiden Enden des Dicarbonsiuremolekiils #-Oxydation 
stattgefunden. Mit Recht oder zu Unrecht — wir lassen dies 
dahingestellt — wird Wasserstoffperoxyd als das Oxydations- 
mittel betrachtet, dessen Wirkung eng mit den in vivo statt- 
findenden Oxydationsprozessen iibereinstimmt. 


§ 5. Auf Grund der hier beschriebenen einfachen in vivo- 
Experimente darf nunmehr das in § 1 gegebene Schema fiir 
den Abbau von normalen gesittigten Fettsiuren als vollkommen 
bewiesen betrachtet werden. Mit der Besprechung der Tragweite 
dieses Schemas werden wir uns in Abhandlung VIII beschiftigen. 

In einer kurzen Besprechung unserer Arbeiten hat Artom®) 
ohne jede Erlaiuterung dieses Schema etwas erweitert. Vermut- 
lich wiinscht er die Méglichkeit hervorzuheben, da8B durch villig 
gleichzeitige #-Oxydation an beiden Enden des Molekiils aus 
einer Dicarbonséure mit x Kohlenstoffatomen eine andere mit 
(x — 4) Kohlenstoffatomen entsteht, ohne daB die Dicarbonsiure 
mit (x — 2) Kohlenstoffatomen — oder wenigstens eine aktive 
Form hiervon — als Zwischenprodukt auftritt. Ein derartiger 
vollig simultaner Verlauf beider #-Oxydationen erfordert eine 
wechselseitige Abhingigkeit beider Oxydationsprozesse, d. h. einen 
sehr komplizierten Reaktionsmechanismus, der fraglos iiuBerst 
unwahrscheinlich ist. Eher waren wir dann noch geneigt, an 
die Méglichkeit einer 6-Oxydation zu denken. 


Wir danken dem van’t Hoff-Fonds in Amsterdam und dem 
Hoogewerff-Fonds im Haag fiir finanzielle Unterstiitzung bei 
der Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 


8) Annual Review of Biochemistry 4, 216 (1935). 
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Die Spezifitét der Hefephosphatase. 
(4. Mitteilung iiber die Enzyme der Girung.,) 
Von 
Erwin Bauer, Anton Schiiffner und Fritz Krumey. 

Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1935.) 


Schaffner und Bauer’) haben mitgeteilt, daf sich aus 
Bierhefe Phosphataselésungen gewinnen lassen, die durch eine 
bemerkenswerte Spezifitat gegen a«-Glycerophosphat ausgezeichnet 
sind. Dieses Verhalten der Hefephosphatase fiihrte zur Aus- 
arbeitung einer quantitativen enzymatischen Bestimmungsmethode 
fiir «-Glycerophosphat in Gemischen mit dem /-Isomeren 2). 

Kiirzlich veréffentlichte W.Schuchardt*) Versuchsergebnisse, 
welche unseren Befunden zu widersprechen schienen. Wir haben 
daraufhin die friiher gemachten Angaben nachgepriift und fanden 
sie neuerlich bestitigt. Sowohl aus Prager als auch aus Patzen- 
hofer Trockenhefe, die uns Herr Dr. Schuchardt freundlicher- 
weise tiberlassen hatte, lieBen sich Phosphataselésungen gewinnen, 
die hinsichtlich ihrer spezifischen Wirkung auf «-Glycerophosphat 
mit friiheren Priparaten innerhalb der Fehlergrenzen der Phos- 
phorbestimmungen iibereinstimmten. §-Glycerophosphat wurde 
relativ triage angegriffen. 

Die in jiingster Zeit von Rotini und Neuberg*) geiuBerte 
Vorstellung iiber die Angreifbarkeit von 8-Glycerophosphat durch 
Hefeferment wird den tatsiichlichen Verhiltnissen nicht vollig ge- 
recht, da sie nur qualitative, nicht aber quantitative Verschieden- 
heiten in Betracht zieht. Das niimliche gilt beziiglich der Arbeit 
von H. Collatz*) iiber die phosphatatische Spaltbarkeit von 
Dioxyacetonphosphorsiure. AuBerdem hat Collatz unsere Arbeits- 
hypothese, die fiir Hefephosphatase aufgestellt war, durch Versuche 
mit Takaphosphatase zu entkraften versucht. Ein orientierender 
Versuch hat aber gezeigt, daB Dioxyacetonphosphorsiure durch 
Hefephosphatase mindestens 8 mal schwiicher angegriffen wird als 
«-Glycerophosphat. 
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Eigene Erfahrungen, aber auch solche anderer Autoren‘) 


deuten darauf hin, daB die von uns studierte Phosphatase im 
Gegensatz zu der von H. und E. Albers’) charakterisierten ,,Ober- 
hefenphosphatase“ in Bierhefe besonders reichlich vorkommt. In 
Anlehnung an die von den letztgenannten Autoren vorgeschlagene 
Nomenklatur kénnte diese Phosphoesterase mit dem Namen ,,Unter- 
hefenphosphatase“ bezeichnet werden. Diese Benennung kime 
zunichst einer aus Unterhefen dargestellten Phosphatase zu, deren 
Hauptmerkmal neben dem in schwach saurem Milieu liegenden 
Wirkungsoptimum ihre Spezifitiét wiire. 


Versuchsteil. 


Die Darstellung der doppelt dialysierten Glycerinextrakte (erst gegen 
Wasser, dann gegen Glycerin) aus Prager Hefe erfolgte in der a.a.O. be- 
sechriebenen Weise ). ; 

Aus den von Herrn Dr. Schuchardt zur Verfiigung gestellten Patzen- 
hofer Trockenhefen A und B (Bez. von Schuchardt) gewannen wir Mace- 
rationssifte durch Anriihren mit Wasser (1:3) und 2stiindige Maceration 
bei 37°. Zur Herstellung einer Glycerinldsung wurde die Patzenhofer 
Trockenhefe B in genau der gleichen Weise verarbeitet, wie die Prager 
Trockenhefen. Die so erhaltene Lésung zeigte jedoch im Vergleiche zu den 
aus Prager Trockenhefen anfallenden eine bedeutend geringere Aktivitit. 
Wabrscheinlich beruht dieser Unterschied in erster Linie auf verschieden 
geleiteter Trocknung der Frischhefe*). Abgesehen vom Enzymgehalt waren 
die Phosphataselésungen aus Berliner und Prager Trockenhefe hinsichtlich 
ihrer Glycerophosphatspezifitit gleich zu bewerten. 


Als Substrate dienten: 

1. a-glycerinphosphorsaures Na. Es wurde nach der Vorschrift von King 
und Pyman®) aus e-Monochlorhydrin der Firma Kah]baum, Berlin, gewonnen. 

2. 8-glycerinphosphorsaures Na, erhalten aus Merckschem Na-Glycero- 
phosphat durch wiederholte Umfiallung mit Alkohol. 

3. Lésung von a-glycerinphosphorsaurem Na, von Herrn Dr. Schuchardt 
zur Verfiigung gestellt. Das Salz war laut brieflicher Mitteilung aus dem 
Calcium giycerino-phosphoricum Merck iiber das Blei- und das Bariumsalz 
gewonnen’ Es sollte 86,5°/, a-Salz enthalten (Fleury und Paris). 

4. Lésung von §-glycerinphosphorsaurem Na, ebenfalls von Herrn Dr. 
Schuchardt. (-glycerinphosphorsaures Na von Frinkel-Landau, Berlin). 

5. Mercksches Natriumglycerophosphat Nr. 4160. 

6. Mercksches Natriumglycerophosphat Nr. 4165. 

7. Dioxyacetonphosphorsaures Na, dargestellt nach Meyerhof und 
Lohmann”), 

Die Phosphorsiurebestimmungen erfolgten nach Briggs wie friiber 
beschrieben, indem vom Trichloressigsiurefiltrat soviel zur colorimetrischen 
Bestimmung gelangte, daB die P-Konzentration méglichst der Vergleichs- 
lésung entsprach. 


*) Unsere Brutschranktrocknung erméglicht autolytische Prozesse. 
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Die Spezifitiit der Hefephosphatase. 1938 


a5 Verhalten von Patzenhofer Trockenhefe A und B. 

‘ Tabelle 1. 

Ansitze: Gesamtvolumen 25 ccm, enthaltend «- bzw. #-Glycerophosphat 
n (7,5 mg org. geb. P), 2,5 cem m/10-Magnesiumsulfat und 0,18 g Trockenhefe 


als Suspension zugesetzt. Versuchsdauer 240 Minuten bei pq 4, 155 Minuten 

bei pq 6,4. Die Kontrollversuche ohne Substrat sind in den Zahlen schon beriick- 

sichtigt. Letztere bedeuten Prozent gebildeten anorganischen P und beziehen 
sich auf den zu Versuchsbeginn als Glycerophosphat vorhandenen. 

















n Py 4,0 Pu 6,4 | 
Cubetent _ Glycerophosphat _ 
PL 1 f | «| . a 
, Patzenhofer Trockenhefe A. . . 10 20 17 15 
Patzenhofer Trockenhefe B. . . 4 18 72”) 15%) 


Zur Kritik dieser Zahlen ist hervorzuheben, daB die Probe- 
entnahme leider zu spit eingesetzt hatte und die «-Glycerophos- 
phatwerte bei p,, 6,4 daher zu hoch ausgefallen sind, um den 
Geschwindigkeitsunterschied zwischen «- und §-Glycerophosphat- 
‘angriff deutlich genug hervortreten zu lassen. Der Versuch konnte 
| wegen Materialmangel nicht wiederholt werden. Immerhin scheint 
_ die Enzymmenge bzw. Einwirkungszeit zweckmiBiger gewihlt 
worden zu sein, als in den von Schuchardt angegebenen Experi- 
menten. 

Wenn auch die uns iiberlassene Trockenhefe nicht die nim- 
liche sein dirfte, welche der Berliner Autor zu seinen Versuchen 
verwendet hatte und sowohl Enzymgehalt als auch Verhalten 
verschiedener Zuchtchargen gewissen Schwankungen unterliegen 
werden, scheint uns eine Gegeniiberstellung der Versuchsbedingungen 
dennoch niitzlich zu sein. Sie bietet vielleicht einen Anhaltspunkt, : 
wo die Interpretation unserer Versuchsdiskrepanzen einzusetzen 
hat. Bei Schuchardt entfiel auf 7,2 mg org. geb. P mehr als 
0,40 g Trockenhefe. Die Versuchstemperatur betrug 37°, die Ver- 
suchsdauer 120 Minuten. Dagegen haben wir bei etwa 25°/, 
lingerer Versuchszeit blo& 0,18 g Trockenhefe angewendet und 
bei nur 30° gearbeitet. Wahrscheinlich hat also Schuchardt 
zuviel Ferment gebraucht 

Der P-Zuwachs in obiger Versuchsanordnung ist nicht ohne 
weiteres auf rein phosphatatische Wirkungen zuriickzufiihren, ob- 
gleich diese fiir den Sonderfall Glycerophosphat-Trockenhefe iiberaus 








*) Nach 145 Minuten. 
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wahrscheinlich sind. In Gegenwart hochkomplexen biologischen | 


Materials besteht nimlich die Méglichkeit eines anders gearteten 
Substratangriffes*), welcher Umstand, sofern mit einfacher Methodik 
gearbeitet wird, zu Fehlschliissen fiihren kann. Diese Gefahr ver- 
mindert sich jedoch mit zunehmendem Reinheitsgrad des Fermentes. 
Daher haben wir in der von uns begonnenen Untersuchungsreihe 
iiber die Enzyme der Giarung getrachtet, stérende Begleiter zu 
entfernen und die Fermente in einfachster Versuchsanordnung zu 
studieren, um ihr spezifisches Verhalten méglichst sinnfillig zu 
machen. Nach und nach wollten wir alle Enzyme heranziehen, 


deren Verknipfung mit Girungsvorgiingen irgendwie méglich war, 


In jedem Hinzelfalle sollte gepriift werden, ob sich aus dem Ver- 
halten des Studienobjektes einerseits auf seine Unentbehrlichkeit 
fiir den Ablauf der Girung, andererseits auf den Girungsmecha- 
nismus Riickschliisse ziehen lassen. Wenn also das Studium der 
Phosphatase solche Riickschliisse erlauben sollte, muBte sie, dem 
damaligen Stand unserer Kenntnisse entsprechend, von dem 
Redoxasesystem und der Zymohexase abgetrennt werden. Dies 
ist uns auch gelungen und war unseres Wissens der erste erfolg- 


reiche Versuch in dieser Richtung. 

Die Tab. 1 bestatigt Schuchardts Befund, daB -Glycero- 
phosphat bei p,, 4 durch Trockenhefe stiirker angegriffen wird als 
a-Glycerophosphat. DaB die bei p,, 4 beobachtete P-Abspaltung 
auf die Wirkung einer besonderen Phosphatase**) zuriickzufiihren 
ist, haben zuletzt die Untersuchungen von H. und E. Albers 
ergeben ’). 

*) Vgl. 1), Diese Z. 232, 213 (1935) und %). 

**) Wir haben in unserer Phosphatasearbeit nicht behaupten wollen, 
daf in der Hefe keine andere Phosphatase existiere, als die von uns isolierte. 
Vielmehr wurde von uns die Frage aufgeworfen, ,,ob die geringfiigige Spaltung 
von /-Glycerophosphat auf die Beimengung einer besonderen Phosphoesterase 
zuriickzufiihren ist‘ und ihre Beantwortung weiteren Versuchen vorbehalten. 
(Inzwischen ist die Alberssche Arbeit erschienen.) Das damals beigebrachte 
Versuchsmaterial lieB eine auf die Inhaltsstoffe der Hefezelle sich beziehende 
Weiterung nicht zu. Wenn unser Ausdruck ,,Hefephosphatase“, der nur die 
Herkunft bezeichnen sollte, miBverstanden worden ist, wird dies dadurch zu 
erkliiren sein, daB uns bei Niederschrift der Arbeit ein Versehen unter- 
lief. In dem Satz: ,,[sodyname Phosphatasen, wie sie in héheren Organismen 
offenbar vorkommen, liegen in der Hefe nicht vor“ sollte der letzte Passus 
sinngemiB lauten: ,,... liegen in der Hefephosphatase nicht vor‘, denn er 
stiitzte sich auf Versuche mit Giycerinlésungen und nicht auf Vollhefe- 
versuche. Die Stelle bezog sich auf die gerade erschienene Veréffentlichung 
von Bamann und Mitarbeitern "). 
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Die Spezifitit der Hefephosphatase. 


Verhalten der Macerationssifte 
aus Patzenhofer Trockenhefe A und B. 


Tabelle 2. 


Versuchsansitze wie vorher beschrieben. Statt Trockenhefe wurde l1eem Mace- 
rationssaft angewendet. px 6,4; Zeit 120 Minuten, Zahlenbedeutung wie oben. 








Substrat | a-Glycerophosphat | 6-Glycerophosphat 
Patzenhofer Trockenhefe A . . 56 6 
Patzenhofer Trockenhefe B . . 73 5 


Wiederum hat die Probeentnahme etwas zu spit eingesetzt, 
aber der Geschwindigkeitsunterschied zwischen @- und #-Angriff 
tritt bereits deutlich hervor und steht in bester Ubereinstimmung 
mit den entsprechenden, ebenfalls zu hohen und mehr nebenbei 
angefiihrten Zahlen unserer Phosphatasearbeit. DaB einer héheren 
g-Spaltung eine geringere #-Wirkung koordiniert ist, diirfte in 
erster Linie aus der unsicheren Bestimmung kleiner P-Zuwachse 
in Gegenwart von viel anorganischem Phosphat zu erklaren sein. 


Verhalten von doppelt dialysierten Glycerinextrakten. 
Tabelle 3. 


Versuchsansiitze wie vorher. px 6,4; 30% Von der aus Prager Trocken- 

hefe dargestellten Glycerinlésung wurde 1cem 30 Minuten lang einwirken 

gelassen. Das aus Patzenhofer Hefe dargestellte Priiparat war schwiicher, 

weshalb 2 cem und eine Versuchsdauer von 120 Minuten gewiihlt wurden. 
Zahlenbedeutung wie vorher. 








Substrat | a-Glycerophosphat | 6-Glycerophosphat 
Prager Trockenhefe .... . 37,2 1,9 
Patzenhofer Trockenhefe B . . 32,2 1,9 





Aus der Tabelle ist zu entnehmen, da8 im Falle der Prager 
Hefe die P-Abspaltung aus «-Glycerophosphat rund 19 mal stirker 
ist als aus dem anderen Isomeren. Fiir die Patzenhofer Hefe 
ergibt sich eine nur 17 fache Spaltung. Der Quotient wire identisch 
geworden, wenn in letzterem Versuch statt 1,9°/, @-Spaltung bloB 
1,7°/, gefunden worden wiiren. Diese Differenz liegt jedoch inner- 
halb der Fehlergrenze der colorimetrischen P-Bestimmung. 

Warum Schuchardt nicht in der Lage war, ahnliche GréBen- 
ordnungsunterschiede zwischen «- und £-Glycerophosphatangriff 
zu beobachten, ist vielleicht reaktionskinetisch zu verstehen. Es 
ist klar, daB bei der Untersuchung relativer Spezifitaten auf die 
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Messung der Anfangsspaltung der gréBte Wert gelegt werden mub. 


[Wenn die Spezifitat einigermaBen betrichtlich ist, wird auf die | 


genaue Ermittlung der Enzymwirkung auf das schwerer spaltbare 


Substrat verzichtet werden miissen*)|. Geschieht dies nicht, ge- f 


langt man leicht in einen Reaktionsabschnitt betrichtlich ver. 
ringerter Reaktionsgeschwindigkeit des leichter angreifbaren Sub- 
strates (z-Glycerophosphat). In etwas anderem Zusammenhang 
fiuBern sich H. und KE. Albers’) folgendermaBen: ,,Von simtlichen 
Versuchen wurde die méglichst vollstindige Reaktionskurve durch 
mehrere P-Bestimmungen festgelegt. Nur auf diese Weise ist es 
méglich, Fehler zu iibersehen und auszuschalten und die Anfangs- 
geschwindigkeit™) ... zeichnerisch einwandfrei zu ermitteln.‘ 
Die Forderung nach Ermittlung der Anfangsgeschwindigkeit und 
Festlegung der Reaktionskurve ist natiirlich auch fiir Spezifitits- 
vergleiche zu erheben. Denn bei héheren Spaltungsgraden miissen 
sich nach allem, was bisher iiber Phosphatasen bekannt geworden 
ist, anfinglich vorhandene Unterschiede notwendig verwischen. 
Was unter ,héheren Spaltungsgraden“ zu verstehen ist, liBt sich, 
wenn einmal Reaktionsverliiufe mit den betreffenden Enzym- und 
Substratpriparaten aufgenommen worden sind***), ohne weiteres 
entscheiden. 
Verhalten verschiedener Substrate. 


Aus nachstehender Figur ist zu ersehen, daB die verschiedenen 
Versuchszeiten entsprechenden Ordinaten bei den Merckpriparaten 
zusammenfallen. Daraus ist zu schlieBen, daB in diesen Substraten 
nur die zur Gewinnung der EKichkurve angewendeten Mischungs- 
komponenten enthalten sind und umgekehrt. Beachtlicherweise 
ergibt sich aus dem Diagramm der a@-Glycerophosphatgehalt des 
Merckpriparates Nr. 4165 zu 22°/,. Zu dem gleichen Wert waren 
wir unter Benutzung der nimlichen Stammlésung mit einer anderen 
Hefephosphatase gekommen. 

Die der Schuchardtschen «-Glycerophosphatlésung zu- 
gehérenden Ordinaten koinzidieren nicht. Nach den eben ge- 
machten Ausfiihrungen miiBte gefolgert werden, daB sie nicht 
nur die in den Merckschen Glycerophosphatsorten vorhandenen 
Bestandteile enthilt. 

*) Man k6nnte, wie es auch iiblich ist, die zu einem bestimmten Spaltungs- 
grad gehdrenden Versuchszeiten ermitteln. Diese Methode ist bedenklich, 
wenn die Gefahr der Enzymzerstérung besteht. 


**) Gesperrt von den Verfassern. 
***) Wird von uns zumeist in orientierenden Versuchen ausgefiihrt. 
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Die Spezifitit der Hefephosphatase. 


Tabelle 4. 


Versuchsbedingungen wie vorher. 


Totalphosphorgehalt wiederum 7,5 mg 
org. geb. P. Als enzymatisches Agens diente 1 ccm der aus Prager Trocken- 
hefe dargestellten Glycerinlésung. Zahlenbedeutung wie vorher. 
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Zeit 
Substrat - <a 
30 60’ | 120’ 
100°/, a-Glycerophosphat. . ee eT i” 
15°, ae 2 
25°) B- : 29,4 40,3 50,8 
50 %, a- 9 ‘ ¢ 
50%, B : 20,7 29,5 37,0 
0 ‘ 
25 lo & 11,5 17,0 21,5 
ener ” 
10/5 O- 9? . > € 
eet : baie 6,1 9,8 12,2 
8-Glycerophosphat (Schuchardt) . 2,4 4,5 5,9 
a- ” ” . 21,5 34,4 j 48,0 
Na-Glycerophosphat (Merck 4160) 22,4 30,3 36,7 
1: ( ,, 4165) 10,7 15,7 20,0 
Top? " | 
Jp 0 30’ /sochrone | 
460° » 
o7Zj' » : 
L Merck liquid. 
+ » pul. 
ba Schucharat-Prap. 
\ 
0 | 
0xB—~ 0 P 0%, 
100% 0 <— 0%a 


Die Isochronen der Figur entsprechen den vorstehenden Zahlen. 


Die spezifische Wirkung der Unterhefenphosphatase ist deut- 
Allerdings ist es nicht ausgeschlossen, daB 
Bierhefen angetroffen werden, aus denen ausreichend spezifische 
Phosphataselésungen nicht zu gewinnen sind. Dann besteht ohne 
weiteres die Méglichkeit, sie von der Verwendung zu analytischen 
Zwecken auszuschliefen. Wir haben ausdriicklich verlangt, daB 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVII. 


lich zu erkennen. 
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der Analyse stets die Eichung der Enzymlésung voranzugehen 
und eine periodische Kontrolle zu folgen hat. Daher besteht, 
| sofern nur die Substratkomponenten fiir die EKichung rein sind, 
| kaum eine Gefahr, Irrtiimern zum Opfer zu fallen. Man dart 
unsere Phosphatase freilich nicht zu qualitativen Zwecken ver- 
wenden wollen. 


Verhalten von Dioxyacetonphosphorsiaure. 
Tabelle 5. 


Versuchsbedingungen wie vorher. Statt Glycerophosphat dioxyacetonphos- 
phorsaures Na. 1ccm einer anderen Phosphatasedarstellung. 
Zahlenbedeutung wie vorher. 























Zeit in Stunden 
Substrat me 
2 | 24 
a-Glycerinphosphorsiure ....... 61,1 82,2 
Dioxyacetonphosphorsiiure. ...... 8,3 | 26,9 


Dieser Versuch war nur zur ailgemeinen Orientierung aus- 
gefiihrt. In den Prozentzahlen ist die spontane Spaltung nicht 
beriicksichtigt. Ware das geschehen, miiBte die Spezifitat der 
Unterhefenphosphatase noch deutlicher hervorscheinen. 
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H. u. E. Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 
Schaffner u. Bauer, Diese Z. 225, 245 (1934). 
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Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Z. 273, 415 (1934). 
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Uber den Oxalsiuregehalt des Blutes. 


Von 


Axel Thomsen. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitét Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Oktober 1935.) 


Die Frage der physiologischen und pathologischen Bedeutung 
der Oxalsiure ist im Laufe des letzten halben Jahrhunderts Gegen- 
stand zahlreicher Untersuchungen gewesen; es ist jedoch bezeich- 
nend, wie wenig man iiber die verschiedenen Probleme einig ge- 
worden ist. Es ist eine alte klinische Erfahrung, dab der Gehalt 
der Nahrung an priformierten Oxalaten bei der Bildung von Oxalat- 
Nierensteinen von Bedeutung ist; dies hat man dadurch beriick- 
sichtigt, daB man Patienten mit Neigung zur Konkrementbildung 
in den Harnwegen verboten hat, Nahrungsmittel mit gréBerem 
Oxalatgehalt zu sich zu nehmen. Greta Hammarsten hat dieser 
MaBnahme experimentelle Begriindung gegeben und hat gezeigt, 
daB die Oxalsiure der Nahrung einer der Faktoren ist, welche die 
Bildung von Oxalatkonkrementen bei Ratten bedingen. Es bleibt 
aber noch immer dahingestellt, ob auch Nahrungsmittel, die in 
priformiertem Zustand keine Oxalsiure enthalten, im Organismus 
zur Bildung von Oxalsiure Veranlassung geben kénnen, sei dies 
nun im Darmkanal durch die Kinwirkung von Bakterien, oder sei 
es nach der Resorption durch die eigenen Krifte des Organismus, 
Man hat sowohl Fettstoffe als auch Proteinstoffe und Kohlenhydrate 


| fir fahig gehalten, Oxalsiure zu bilden; ein entscheidendes Urteil 
liegt aber fiir keine der 3 Gruppen vor. In den letzten Jahren 


sind insbesondere die Kohlenhydrate angefiihrt worden, vor allem 
von Jiirgens und Spehr; dieses Gebiet erschien mir sehr inter- 
essant und einer niiheren Nachpriifung wert. 

Die zur Untersuchung des Oxalsiure-Stoffwechsels vorliegenden 


Methoden sind in 2 Gruppen teilbar, je nachdem, ob sie sich mit 
14* 
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Untersuchungen im Harn befassen oder mit solchen in protein- 
haltigen Substraten, insbesondere Blut und Serum. Bei den Alteren 


Untersuchungen war das Objekt fast ausschlieBlich Harn, die ver- | 


wendeten Methoden waren aber leider sehr unzuverlassig. Hierau{ 
sind wohl die stark abweichenden Anschauungen zuriickzuf ihren, 
Das Studium des Oxalsiiure-Stoffwechsels durch Serum-(Blut- 


untersuchungen ist in den spiiteren Jahren mit groBer Intensitiit f 


betrieben worden und auf diesem Wege haben auch Jiirgens 
und Spehr ihre bemerkenswerten Resultate erzielt. 

Wenn wir uns zu der Frage des normalen Oxalsiuregehaltes 
des Serums wenden, so besteht eine erstaunliche Uneinigkeit. Die 
Angaben schwanken von 0 mg-°/, (Guillaumin) bis 9,72 mg-°/. 
bei Menschen und 22,3 mg-°/, bei Hunden (J itirgens und Spehry, 
Die meisten geben jedoch Werte um 4 mg-°/, als normal an 
(Laroche und Grigault, Merz und Maugeri u. a). Die 
pathologischen Werte werden bedeutend héher angegeben, wenn 
auch nicht alle so hoch kommen wie Loeper mit 35 mg-°/ 
oder Jiirgens und Spehr mit der noch phantastischeren Ziffer 
68,4 mg-°/,. 

Das Prinzip der Methode beruht auf einer Fallung der 
Proteinstoffe durch Trichloressigsiure und einer Ausfillung der 
Oxalsiiure als Calciumsalz. Izumi hat kiirzlich eine Modifikation 
dieses Prinzipes angegeben, indem er Oxalsiiure mit Cerium fillt; 
auf diese Methode und ihre Nachteile méchte ich aber spiter 
zuriickkommen, wenn ich die erste Methode besprochen habe, so 
wie sie Merz und Maugeri im Jahre 1931 als das Resultat 
einer kritischen Betrachtung der bisher beschriebenen Methodik 


angegeben haben. 
Ausfihrung: 


5 cem Serum werden mit 5 ccm 20°/,iger Trichloressigsiure unter 
Umriihren gefillt und nach einigen Minuten filtriert. 5 ccm des Filtrats 
werden in ein Zentrifugenréhrchen pipettiert und mit 2 ccm gesiittigtem 
Kalkwasser versetzt. Nach Zusatz von Methylrot wird 30°/,ige Natronlauge 
tropfenweise hinzugegeben, bis die rote Farbe verschwindet. Nach 12stiin- 
digem Stehen im Eisschrank werden 0,5 ccm '/,°/,ige MgSO,-Lésung und 
1—2 Tropfen 20°/,ige Natronlauge zugefiigt. Danach wird zentrifugiert 
und 2mal mit 1 ccm destilliertem Wasser gewaschen. Der Riickstand wird 
jetzt mit 0,5 ecm 20°/,iger Schwefelsiiure, 2 Tropfen 1°/,iger MnSO,-Lésung 
und genau 2 ccm n/100-Kaliumpermanganatlésung versetzt und sorgfiitig 
durchgemischt. Nach 8 Minuten werden 8 Tropfen 10°/,ige JK-Lésung 
zugefiigt und das freigemachte Jod wird mit n/100-Natriumthiosulfat titriert. 
Die Differenz zwischen zugesetztem Permanganat und verbrauchtem Thio- 
sulfat (in Kubikzentimeter) mit 0,45 multipliziert ergibt den Oxalsiuregehalt 
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der Probe in Milligramm. Durch Multiplikation mit 40 erhilt man das Re- 
sultat in mg-°/, ausgedriickt. 

Die Brauchbarkeit der Methode wurde vor allem an reinen, 
wiBrigen Oxalsiurelésungen untersucht und ich kann hier nur 
die Angaben von Merz und Maugeri, daB die Methode sehr 
genau sei, bestiitigen. Fiir Proben bis zu 0,1 mg herunter ist 
der Fehler héchstens 5°/,. 

Wie verhilt es sich aber mit komplexen Lésungen wie z. B. 
Serum? Hier priifen Merz und Maugeri die Genauigkeit ihrer 
Methode, indem sie Serum mit einer vorher bekannten Oxalsiure- 
menge (nach obiger Methode bestimmt) bekannte Mengen von 
Oxalsiiure zusetzen. So finden sie durch Zusatz von 5,78 mg-°/,, 
11,48 mg-°/,, 5,74 mg-°/, die zugefiigte Menge mit einem zwischen 
—4,2°/, und +7,0°/, schwankenden Fehler wieder. Hine solche 
Kontrolle reicht aber kaum aus, denn es ist fraglich, ob in dem 
aus normalem Serum isolierten Niederschlag iiberhaupt Oxalsiure 
vorhanden ist und ob darin keine Unreinheiten enthalten sind, 
die bei der KMnO,-Bestimmung wie Oxalsiure wirken kénnen. 
Ks ist ja anzunehmen, daB KMnO, auBer Oxalsiure viele andere 
organische Stoffe oxydiert. Ich habe im Laufe der Zeit ,,Oxalsiure- 
Bestimmungen“ nach der erwihnten Methode an vielen verschie- 
denen Sera vorgenommen und fiir jedes Serum den Niederschlag 
in einem einzelnen Zentrifugenréhrchen mikroskopiert, um zu 
sehen, ob ich die typischen oktaedrischen Calcium-Oxalatkrystalle 
finden konnte. Dies ist mir nur in einem einzelnen Falle ge- 
lungen (Rinderserum), und hier nur ein Krystall, wogegen ich in 
allen anderen Fallen Carbonate und untypische amorphe Massen 
gefunden habe. Wenn man aber keine Oxalsiure finden kann, 
liegt dann nicht Calciumoxalat in einer amorphen Form vor? 
Dies ist wieder nicht wahrscheinlich, denn, wenn man das Serum 
vor dem Fallen mit Oxalsiure versetzt, findet man im Nieder- 
schlag eine Menge typischer Oktaeder. Die im Serum pri- 
formierte Oxalsiiure miiBte daher in derselben Form wieder 
gefallt werden. 

Hinerseits kann man die Mischung Serum—Trichloressigsiure 
nach verschiedenen Zeitspannen filtrieren und nachsehen, ob die 
darauffolgende Ca-Fillung verschiedene Resultate ergibt. 


Filtrierung und Ca-Fallung nach 


0 Stunden 15 Minuten. ..... 0,1260, 0,1170 = 4,9 mg-°/, 
re ee ewe ees 0,0900, 0,0990 = 3,8 _,, 
a con 0,0765, 0,0675 = 2,8 _,, 
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Also: Je linger die Trichloressigsiiure auf das Serum einwirkt, | 


desto weniger ,,Oxalsiiure“ zeigt die Bestimmung. 


Danach habe ich untersucht, ob der erwahnte Zentrifugen- 
niederschlag mit Kaliumpermanganat auf andere Weise reagiert 
als Oxalsiure. Reine Oxalsiure wird sehr schnell unter den 
vorgenannten Bedingungen oxydiert, die Oxydation ist bei Zimmer- 
temperatur bereits nach 2 Minuten zu Ende; 1iBt man das Kalium- 
permanganat tiber diesen Zeitpunkt hinaus, vor dem Zusetzen von 
JK einwirken, erhailt man keine weitere Steigung der Kurve (A), 


A 





— x. 








{ i 


2 4+ 6 8 70 20 XOMin 





Dagegen zeigte der Niederschlag eine Kurve wie B, also eine 
dauernd steigende Reduktion von KMnO,, innerhalb der ersten 
30 Minuten. Dies bedeutet sicherlich, daB andere Stoffe als 
Oxalsiure vorhanden sind, und daf diese Stoffe auf jeden Fall 
den letzten, stindig steigenden Teil der Kurve beeinflussen. Ob 
sie auch fiir den ersten Teil verantwortlich sind, kann nicht mit 
Bestimmtheit gesagt werden, es ist jedoch wahrscheinlich, denn 
die ganze Kurve gleicht genau derjenigen, die man z. B. mit einer 
diinnen Lésung von Hihnereiweif herstellen kann. 


Es ist auch gar nicht unwahrscheinlich, daB dieser Nieder- 
schlag nicht aus Oxalsiure besteht, wenn auch Oxalsiure, falls 
vorhanden, unter denselben Umstinden gefallt werden wiirde. 
Ein Trichloressigsiurefiltrat von Serum kann auBer Oxalsiure 
und (wie Merz und Maugeri angeben) Citronensiiure viele ver- 
schiedene Stoffe enthalten, die alle durch Ca*+t gefallt werden. 
Es ist unter diesen Umstinden iiberfliissig, in der Gebrauchs- 
anweisung darauf zu bestehen, daf die Oxydation genau nach 
3 Minuten unterbrochen wird, denn man hat weder eine Garantie 
dafiir, noch ist es wahrscheinlich, da8 die Unreinheiten zuerst 
nach Verlauf von 8 Minuten anfangen, sich zu oxydieren. Im 
iibrigen wird mit der Aufstellung eben dieser Forderung beziig- 
lich der 3 Minuten zugegeben, daB man es aufer mit der eventuellen 
Oxalsiiure noch mit anderen Stoffen zu tun hat, denn wenn es 
reine Oxalsiure wire, wire es gleichgiiltig, wie lange man das 
Permanganat einwirken lieBe. 
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Andererseits kann man versuchen, ob man aus einer gréBeren 
Menge dieses Niederschlages Oxalsiure isolieren kann. Der Ver- 
such wurde mit defibriniertem Rinderblut vorgenommen. 


75 cem werden mit 75 ccm 20°/,iger Trichloressigsiure gefillt und 
filtriert. 75 ccm Filtrat werden mit 30 ccm Kalkwasser versetzt und py 
wie von Merz und Maugeri angegeben eingestellt. Nach 12stiindigem 
Stehen im Eisschrank wird der Niederschlag abzentrifugiert, gewaschen 
und in H,SO, aufgelést, in der Orskovschen Modifikation des Widmark- 
schen Extraktionsrohres extrahiert und mit CaCl, gefillt. Hierbei wird 
ein Niederschlag gebildet, welcher unter dem Mikroskop einen Gehalt von 
Calciumoxalat-Krystallen (Tetraedern) zeigt. Die Titration ergab 0,086 mg 
Oxalsiiure, was einer Menge von 0,23 mg-°/, Oxalsiure im Blute entspricht. 
Bei der Mikromethode von Merz und Maugeri wurden in demselben 
Blute 4,32 mg-°/, Oxalsiiure gefunden. 


Ks kann also kein Zweifel bestehen, daB man die von Merz 
und Maugeri angegebene Ausfiihrung als Methode zur Bestimmung 
des Oxalsiuregehalts des Serums verwerfen muf, und wir wenden 
uns daher wieder an die grundsitzliche Frage: Sind im Serum 
nachweisbare Mengen von Oxalsiiure vorhanden? 


Merz und Maugeri haben die Frage in folgender Weise zu lésen 
versucht: Sie fillen eine Portion von 6 Litern Rinderserum nach der er- 
wihnten Methode mit Trichloressigsiiure, fillen darauf das Filtrat mit Ca(OH), 
und extrahieren schlieBlich den dabei entstandenen Niederschlag mit Ather 
nach vorhergehender Lésung in Siure. Auf diese Weise finden sie im 
ganzen 78,9 mg Oxalsiiure, welches also 1,31 mg-°/, im Serum entspricht. 
Bei der mikroskopischen Untersuchung des Niederschlages wurden in 
amorphen Phosphaten die typischen Krystalle des Calciumoxalats gefunden 
und man muB also zugeben, daB Rinderserum Oxalsiiure in Mengen bis 
1,31 mg-°/, enthalten kann. Man mu8 nur bedauern, daB Merz und 
Maugeri nicht diesen Versuch zur Kontrolle der empfohlenen Mikro- 
methode benutzt und an demselben Serum ,,Oxalsiiure“ in gewohnter Weise 
bestimmt haben. Es ist nimlich auf fallend, daB die gefundene Menge von 
1,31 mg-°/, nicht unwesentlich von den Werten, die man sonst findet, ab- 
weicht, welche oft das 10fache erreichen. 


Im Jahre 1931 hat Seren Orskov eine Reihe von Untersuchungen 
iiber den Gehalt des Blutes an itherléslichen Siuren veréffentlicht. Hierzu 
wurde eine Modifikation der von Widmark angegebenen Wiegeextraktions- 
methode benutzt. Die Untersuchungen befassen sich mit den Variationen 
der itherléslichen Siuren, teils bei verschiedener Kost, teils unter Muskel- 
arbeit, und es ist hier hauptsichlich auf die Milchsiure Wert gelegt, welche 
in gréBter Menge vorkommt. Der Rest, welcher als X-Siuren bezeichnet 
wird, besteht aus kleinen Mengen fetter Siuren, Benzoesiure, Hippursiure, 
Glykuronsiure, Gallensiiuren, Beta-Oxybuttersiure, Acetessigsiure und 
Citronensiure. Es bleibt aber noch immer ein recht betriichtlicher, nicht 
definierbarer Rest zuriick; es wire doch méglich, daB dieser Rest, wenigstens 
zum Teil, aus Oxalsiure bestinde. 
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Bei dem Kaninchen findet man im Ruhezustand eine Gesamtmenge 
X-Siuren bis zu 8 Millinormalitiét, welche, falls sie ausschlieBlich aus Oxal- 
siiure bestiinde, héchstens 13,5 mg-°/, entsprechen wiirde. Dieser Wert 
miiBte also der héchsten méglichen Oxalsiiuremenge beim Kaninchen im 
Ruhezustand entsprechen. 


Will man zur Bestimmung des Oxalsiuregehalts vom Serum 
die Wiegeextraktionsmethode benutzen, muB man die grofen 
Widmarkschen Extraktionsbehilter nehmen, die im Dimittenten 
bis zu 50 ccm fassen. Mit diesen habe ich eine Reihe von Vor- 
versuchen angestellt, um die giinstigsten Bedingungen fiir die 
Isolierung der Oxalsiure zu finden. Insbesondere habe ich darauf 
Wert gelegt, ausfindig zu machen, wie kleine Oxalsiuremengen 
durch die Methode nachweisbar sind. Die Ausfihrung ist wie folgt: 


In den Dimittenten werden bis zu 50 ccm der zu extrahierenden 
Liésung gefiillt. Dieselbe muB so stark schwefelsauer sein, da sie auf 
Kongopapier reagiert. In den Recipienten fiillt man 20 cem n/10-NaOQH 
und gibt jetzt so viel reinen frischdestillierten Ather hinzu, daB beide Ge- 
faiBe etwa */, gefiillt sind. Es kann mitunter notwendig sein, im Recipienten 
eine stiirkere Lésung als n/10 zu haben; ist nimlich die Lésung im Dimittenten 
stark hypertonisch, so wird sie so viel Wasser aus dem Recipienten saugen, 
daB die absorbierende Oberfliche hier zu klein wird. DaB die Lésung im 
Recipienten stiirker als n/10 ist, spielt fiir die spiitere Ausfillung von Cal- 
ciumoxalat keine Rolle, denn diese geht in Lésungen von '/,, M bis 5 M NaCl 
gleich leicht vonstatten. Die Réhrchen werden in der Wiege angebracht 
und die Extraktion wird jetzt mindestens 48 Stunden mit 3—4 Wiegungen 
in der Minute fortgesetzt; hiernach ist die Extraktion vollstiindig. Der 
Inhalt des Recipienten wird jetzt durch den Bodenhahn in ein Becher- 
glas entleert; der Dimittent wird auf dieselbe Weise entleert und der 
Ather abgegossen. Zum Schlu8 spiilt man den Recipienten 2mal mit 
5eem n/10-HCl, um eventuell gefilltes Calciumoxalat aufzulésen, und 
fiillt auch das Spiilwasser in das Becherglas. Dieses wird jetzt auf 
kochendem Wasserbad bis zur Trockenheit eingedampft, der Rest in 
1ecem n/1-HCl aufgelést und das Glas 2mal mit 1 eem n/10-HCl gespiilt, 
indem man die Lésung nach und nach durch ein kleines aschenfreies Filter 
in ein Zentrifugenréhrchen filtriert; auch das Filter wird einmal mit HC! 
nachgespiilt. Mit Methylrot als Indicator stellt man jetzt mit Hilfe von 
n/1-Essigsiure und n/1-Ammoniakwasser die Lésung in dem Spitzglase bei 
Py = etwa 5 ein. Darauf fillt man Oxalsiure mit 3 Tropfen einer 10°/, igen 
CaCl,-Lésung und laiBt die Réhrchen mindestens 6 Stunden im Eisschrank 
stehen, wonach man das Calciumoxalat als ein feines wei8es Pulver auf 
dem Boden der Réhrchen finden kann. Die Réhrchen werden zentrifugiert, 
die tiberstehende Flissigkeit abgegossen und der Niederschlag 2mal mit 
2 cem gesiittigter Calciumoxalatlésung gewaschen. Hierdurch vermeidet 
man einen Verlust durch Léslichkeit des Calciumoxalats in Wasser. Zum 
SchluB wird der Niederschlag in '/, ecm 2n-H,SO, aufgelést und die Oxal- 
siuremenge durch die Titration mit Kaliumpermanganat, Jodkalium und 
Natriumthiosulfat in der friiher beschriebenen Weise bestimmt. 
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9 Folgende Versuche zeigen jetzt die Begrenzung der Methode: 

Xal- 

fert Tabelle 1. 

im : Oxalsiurebestimmung. 

am Direkt mit | Nach Fallung mit 3 Tropfen Nach Atherextraktion 

“= KMn0O, 10°/,igem CaCl, a.m. Widmark i 

en | mg mg | Verlust mg mg | Verlust mg 

r= 1,65 1,56 | 0,09 1,60 | 0,05 

lie 1,65 1,55 | 0,10 | 

uf &§ 0,82 0,75 | 0,07 0,70 | 0,12 

. - 0,82 0,74 0,08 | 

st: 0,43 0,34 | 0,09 0,32 0,11 

OE 0,43 0,37 | 0,06 0,30 0,13 

en § 0,26 0,21 | 0,05 0,14 0,12 

uf 0,26 0,21 | 0,05 0,15 0,11 

Hog 0,18 0,14 | 04 0,06 0,12 

“A 0,18 0,14 | 0,04 0,09 | 0,09 

0,09 0,07 | 0,02 0,03 | 0,06 

. 2 0,09 0,07 0,02 | 

= @ Zum Vergleich ist in der zweiten Kolonne das Resultat 

_ | direkter Fiallung einer gleichen Menge wie im Extraktionsversuch | 

nt ( verwendet angefihrt. Es ist erstens ersichtlich, daB die Fallung te 
n [nicht vollstindig ist; dies ist darauf zuriickzufiihren, daB die an (eee 
x [sich geringe Léslichkeit des Calciumoxalats in Wasser bei Uber- 

fF schuB von CaCl, erhdht wird. Zweitens bemerkt man, da die 

+ |. Extraktion so gut wie vollkommen ist. Es ist allerdings ein recht 

d betrachtlicher Verlust vorhanden — bis 0,13 mg bei einer Einzel- f 
f @ bestimmung — man mu aber annehmen, daB dies teils von der 
' ' erwihnten unvollstandigen Fillung des Calciumoxalats, teils vom | 
' unvermeidlichen Verlust wihrend der verschiedenen Prozeduren 
1 | herriithrt. Andererseits sieht man wieder, daB es sogar méglich ‘ 


ist, aus einer so kleinen Menge wie 0,09 mg Oxalsiiure einen ; 
i Teil zu isolieren. ie. 
Gehen wir jetzt dazu iiber, diese Methode fiir die Serum- 
) untersuchungen zu benutzen, miissen wir eine Fallung anwenden, 
zu der méglichst wenig Fillungsmittel notwendig ist, da es darauf 
ankommt, eine in bezug auf Oxalsiiure méglichst konzentrierte 
Lisung zu haben. Es wurde hier entweder Na,SO,-:10 H,O oder 
(NH,),SO, verwendet, welche ungefihr gleich gut sind, letzteres . 
jedoch den Vorzug hat, daB es eine vollstindige Fallung bei } 
ener geringeren Salzkonzentration erméglicht als beim ersteren i 
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erforderlich, wodurch man eine stiirker konzentrierte Oxalsiure- 
lésung zur Extraktion erhalt. Nur mu man sich vorher ver- 
gewissern, daB das angewandte (NH,),SO, keine Oxalsiure enthiilt, 
was mitunter der Fall sein kann. Die Ausfiihrung ist jetzt wie folgt: 

100 ccm Serum werden mit 72,6 g Na,SO,-10H,O (spez. Gew, 


1,46) oder 45 g (NH,),SO, (spez. Gew. 1,77) versetzt und auf 


kochendem Wasserbade 5 Minuten erwiirmt. Nach Abkihlung 
werden 20 ccm 4n-H,SO, zugefiigt und die Masse nach Zentri- 
fugieren filtriert. 100 ccm Filtrat entsprechen demnach 58,2 ccm 
Serum bei der Na,SO,-Fallung oder 69 com Serum bei der 
Fallung mit (NH,),SO,. 

Die Resultate sind aus Tab. 2 zu ersehen. 

Das in der Tab. 2 genannte Rinderblut wurde vor dem Fillen mit 
gleichen Teilen H,O verdiinnt. Danach war die Ausfiihrung wie iiblich. 
Mit anderen Worten wurde in der Kontrolle die Oxalsiiure in einer Protein- 
lésung mit 2,7 mg-°/, Oxalsiure bestimmt. 

Man sieht, daB nur in einem einzigen Rinderserum (IV) Oxal- 
siure gefunden wurde, und zwar eine Menge von 0,48—0,77mg-°/ . 
Andererseits zeigt die Kontrolle, da es mit dieser Methode miég- 
lich ist, die zugefiigte Oxalsiure wiederzufinden. Die Abweichungen 
liegen innerhalb der Fehlergrenze der Methode. Zum Vergleich 
sind die nach der Methode von Merz und Maugeri gefundenen 
Werte mit angefiihrt; diese sind bedeutend hoéher. 

Wenn, wie erwahnt, der Fehler bei meiner Methode bis 
0,13 mg Oxalsiure bei einer Einzelbestimmung betragen kann, 
so bedeutet dies, da8B sich im Serum Oxalsiurewerte bis 0,45 mg-°/, 
einer Nachweisung entziehen kinnen. Um daher mit dieser Methode 
eine genaue Bestimmung des Oxalsiiuregehalts von Serum zu er- 
halten, mu8 man den Extrakt einer grofen Menge Serum in einer 
Portion sammeln, welche dann wieder extrahiert wird. Auf diese 
Weise wird der prozentuale Fehler geringfiigig. Kin derartiger 
Versuch soll hier in den Hauptziigen angefiihrt werden. 1600 ccm 
Na,SO,- 10 H,O—H,SO, Filtrat (930 com Rinderserum entsprechend) 
werden extrahiert. Hieraus werden 3,04 mg Oxalsiure isoliert, 
was dann 0,33 mg-°/, entspricht. Ks ist selbstverstiindlich, dab 
dieses Resultat nur von theoretischer Bedeutung ist, da die 
Herbeischaffung so grofer Serummengen Schwierigkeiten bereitet; 
in der Klinik ist es unmdglich und die Prozedur ist sehr um- 
stiindlich. 

Wir haben also jetzt 2 Methoden zur Bestimmung des Oxal- 
siuregehalts des Serums und nach beiden kann man die zugefiigte 








Tabelle 2. 
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Menge Oxalsiure wiederfinden. Ks kann daher kein Zweifel sein, 
daB diejenige Methode die richtige ist, mit der man die kleinste 
Menge Oxalsiure findet. Das heiBt also wiederum, daB die Methode 
von Merz und Maugeri fehlerhaft ist. 

Da man, wie bekannt, den Calciumgehalt des Serums durch 
direkte Fallung mit Oxalsiiure im unveriinderten Serum bestimmen 
kann, besteht theoretisch die Méglichkeit, daB man umgekehrt 
eventuell vorhandene Oxalsiiure auf gleiche Weise durch Zusatz 
von Ca** fallen und auf diese Art eine weitere Méglichkeit zur Be- 
stimmung des Oxalsdiuregehalts des Serums erhalten kann. Die von 
mir hieriiber ausgefiihrten Versuche sollen hier nicht in allen 
Einzelheiten angefiihrt werden, da sie negativ ausgefallen sind. 
Man kann auf diese Weise keine Oxalsiiure ausfillen, aber man 
kann besonders deswegen keine Aussagen dariiber machen, weil 
aus demselben Serum, dem man 7,4 mg-°/, Oxalsiure zugesetzt 
hat, nur 20—25°/, wieder zu isolieren sind. 

Loeper, der eifrige Vorkimpfer der Oxalimie, schreibt: 
,W’oxalémie qui n’est que l’oxalurie sous un vocable plus re- 
strictif...“ Da jetzt allem Anschein nach der Oxalsiauregehalt 
des Blutes ein sehr geringer ist, kann man noch die Méglichkeit 
ins Auge fassen, denselben auf einen leichter bestimmbaren Wert 
zu bringen, indem man ein Tier mit oxalathaltiger Nahrung fiittert 
und danach das Blut analysiert. 


Ein Kaninchen von ungefihr 2kg wird 3 Tage lang ausschlieBlich 
mit Spinat gefiittert. Bei dieser Nahrung enthilt der Harn etwa 10 mg-°/, 
Oxalsiiure. Ein AderlaB wird vorgenommen und das hierdurch gewonnene 
Serum nach Fillung mit Na-Sulfat und Schwefelsiure wie friiher be- 
schrieben extrahiert. In 34 cem Filtrat findet man dann 0,09 mg Oxalsiiure 
(Mikroskopie: typische Calciumoxalatkrystalle); dies entspricht 0,45 mg-°/, Oxal- 
siure. Selbst wenn man die Ungenauigkeit der Extraktionsmethode dadurch 
ausgleicht, dab man zu diesen 0,09 mg 0,13 mg addiert (dies war der gréBte 
Fehler im vorerwihnten Versuche), kommt man auf keinen héheren Wert 
als 1,1 mg-°/,. Als Ergiinzung zu diesem Versuche wurden Leber und Nieren 
im Morser mit Sand vermahlen, in Wasser geschlimmt und nach Fallung 
wie tiblich extrahiert. In den extrahierten Proben wurden 0,11 mg Oxal- 
siiure gefunden, was 1,44 und 1,57 mg-°/, in Leber bzw. Nieren entspricht. 


Nach den hier angefiihrten Untersuchungen, die unzweifel- 
haft zeigen, daB der Oxalsiuregehalt des Serums sehr gering ist, 
bleibt weiter kein Grund, die merkwiirdigen Resultate zu dis- 
kutieren, die z. B. Jiirgens und Spehr bei Anwendung der 
Methode von Merz und Maugeri erhalten haben, welche ja, wie 
gezeigt, zur Oxalsiurebestimmung unverwendbar ist. Dagegen méchte 
ich eine kiirzlich erschienene Arbeit von H. Reinwein anfiihren. 
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Die Resultate, die Reinwein mit der Methode von Merz und 
Maugeri erreicht, machen ihn immer skeptischer, so daB er 
schlieBlich den Wert der Methode ablehnt. Bei 25 normalen 
Menschen findet er Werte von 3—4 mg-°/,, bei 30 Tuberkulésen 
durchschnittlich 4,75 mg-°/, und bei 20 Diabetikern 4,52 mg-°/,. 
Bei mehreren Nierenpatienten findet er erhéhte Blutoxalsiurewerte. 
Dagegen findet er im Gegensatz zu Loeper und Tonnet und 
Jiirgens und Spehr keine Wirkung des Insulins auf den Oxal- 
siurespiegel bei Diabetikern und bei Nierenpatienten findet er 
keine Ubereinstimmung mit dem Grade des Nierenleidens. Ferner 
findet er bei Tierversuchen nach 3wéchigem Fasten nur eine 
Reduktion der Serum-Oxalsiure von 3,8 auf 2,6 mg-°/,. Auf 
Grund . dieser enttiuschenden Resultate neigt H. Reinwein zu 
dem SchluB, daB es nicht Oxalsiure ist, die man mit der Methode 
von Merz und Maugeri bestimmt, sondern Unreinheiten. Deren 
Art weiB er jedoch nicht zu bestimmen. 

Wie bereits erwahnt, ist kiirzlich eine neue Methode zur 
Oxalsiiurebestimmung in Blut und Serum erschienen. Da Suzuki 
vor kurzem eine Reihe mit dieser Methode erreichter Resultate 
verdffentlicht hat, welche einer Kritik kaum standhalten kénnen, 
muB ich hier etwas ins einzelne gehen. 

Wie bekanut, ist Calciumoxalat trotz seiner schweren Lés- 
lichkeit in destilliertem Wasser (es wird hier im allgemeinen un- 
sefahr 7 mg pro Liter bei Zimmertemperatur angegeben) so weit 
léslich, daB man in einer Lésung von wenigen mg-°/, Oxalsiure 
die Ausfillung eines recht erheblichen Prozentsatzes vermeidet. 
Hierzu kommt noch die Tatsache, fiir die sich Guillaumin inter- 
essiert hat, daB Calciumoxalat bei Uberschu8B des gewoéhnlich be- 
nutzten Fallungsmittels, 10°/,igen CaCl,, léslich ist. Wenn es 
sich um kleine Mengen Oxalsiure handelt, ist dieser Umstand 
besonders unangenehm, Dies ist aus Tab. 3 deutlich ersichtlich, 
in welcher verschiedene Mengen von Natriumoxalat (als wasser- 
freie Oxalsiure bestimmt und angegeben) mit steigenden Mengen 
CaCl, gefillt sind. 























Tabelle 3. 
: . Tropfen 10°/,iges CaCl, 
Oxalsiiure in mg |—- : 
oat ie wees 
0,69 | 96 | 91 | ~ 84 
0,3015 92 | 98 6s | 31 
0,1103 84 | 86 66 Ci 0 
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Saimtliche Werte sind der Durchschnitt von Doppelbestim- | 


mungen und zeigen die Fiallung in °/, an. 

Izumi stiitzt sich auf eine Angabe von Seidell, wonach 
die Léslichkeit von Calciumoxalat 6,8 mg pro Liter ist, wihrend 
die Léslichkeit von Ceriumoxalat nur 0,41 mg pro Liter ist, und gibt 
eine Methode zur Oxalsiurebestimmung in Blut und Serum an, 
deren Prinzip auf einer Fallung mit Ceriumchlorid beruht. Die 
Methode hat weiter den Vorteil, daB die Fallung bei p,, 2,3 und 
dariiber hinaus vor sich gehen kann, wodurch man die gleich- 
zeitige Ausfillung von Unreinheiten vermeidet. Bei einer Probe- 
fillung von 0,042 mg Oxalsiure in wiBriger Lisung, wozu man 
nach der Berechnung 0,09 ccm n/100-KMnO, bei der endlichen 
Abtitration gebrauchen soll, findet man folgendes: 


Tabelle 4. 
Fallung mit Ceriumchlorid. 








1 Tropfen 0,25°, [4 Tropfen 0,25 °/, | 1 Tropfen 0,5°/, | 4 Tropfen 0,5°/, 








0,08 | 0,04 | 0,07 | 0,04 


Hieraus schlieBt Izumi: ,,It is evident from these results, 
that oxalic acid in an amount so small as 0,042 mg may be 
precipitated quantitatively by means of cerium chloride.. .“ 

Da er den Oxalsaiuregehalt des Blutes auf 2—5 mg-°/, 
schitzt, meint er, daB 2 ccm Blut, worin also 0,041—0,1 mg Oxal- 
siure enthalten sein miissen, fiir eine Bestimmung geniigen wiirde. 
Die Brauchbarkeit der Methode wird durch Zusatz bekannter 
Mengen Oxalsiure an Blut und Serum kontrolliert. 


Tabelle 5. 

















eke Zugefiigte Oxalsiiure | Gefundene Oxalsiure 
mg mg 
Pierdeseram. . 24.5%. 0,90 0,87 0,91 0,86 
Defibriniertes Pferdeblut . 0,45 0,90 0,43 0,45 0,89 


Izumi begeht offenbar hier denselben Fehler wie andere yor 
ihm, daB er viel zu groBe Mengen Oxalsiiure zusetzt. Wenn er 
selbst meint, daB der Oxalsiiuregehalt des Serums 2—5 mg-°, 
betrigt, ist es keine Kontrolle, wenn er 95—96°/, so grofer 
Mengen wie 90 und 45 mg-°/, finden kann. 
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Eine nihere Priifung der Ceriumfillung zeigt denselben Um- 
stand, der bereits in dem genannten Versuch mit Ceriumfallung 
einer wiBrigen Oxalsiurelésung deutlich zutage trat, nimlich, daf 
Ceriumoxalat bei UberschuB des Fillungsmittels auBerordentlich 
léslich ist, so sehr, da® man schon aus diesem Grunde die Methode 
verwerfen muB, 

Es scheint, daB der erwihnte Umstand bereits sowohl Izumi 
als auch Suzuki Schwierigkeiten bereitet hat. Wiahrend Izumi 
eine Liésung von 0,25°/, anwendet, wovon ,a few drops“ der 
Probe zugesetzt werden, verwendet Suzuki eine andere Lésung 
und gibt davon 2 Tropfen hinzu. Die Starke der Lésung wird 
an einer Stelle mit 1°/, angegeben, an einer anderen Stelle mit 
0,1°/,, und man ist sich nicht dariiber klar, was das Richtige ist. 

Um das genannte Verhiiltnis darzustellen, habe ich folgenden Ver- 
such angestellt: 

Man stellt Lésungen von Oxalsiure her, von 1,2 mg-°/,—11,6 mg-°/, 


wechselnd. 5 ecem hiervon werden in einer Reihe von Réhrehen mit ver- 
schiedenen Mengen von Ceriumchlorid gefillt. 


Tabelle 6. 

















in 5ecm Menge _ 1%), | a 

Lésung Ceriumchlorid ew ey | 61 °/, Ceriumchlorid 

LE TE nsw corse IS 

| Tropfen von| Tropfen | —_—‘Tropfen 

mg-°/, | mg | mg |0,1% | 1% | 5 1/2{|81| 5 |10/20| 40 

12 |006]011/ 3 | 50 || i 

2,2 |0,1110,20; 5 | 36 82 | 73 | 68| 55) 

3,4 |0,17]0,31) 7 | 30 70 | 70 50/50) 30° 

6,0 |0,80]0,55) 11 2 23 43/80) | 87) 83/70/47 
11,6 | 0,58] 1,06 | 22 3 12 20/43) | 98/91) 90) 83 

| 











Hieraus ist deutlich ersichtlich, da& man zur Fillung etwa 
das 2- bis 8fache der Aquivalenten Menge Ceriumchlorid ver- 
wenden muB; nimmt man weniger, wird die Fiallung unvollstindig, 
nimmt man dagegen einen gréBeren Uberschuf, wird ein Teil des 
Niederschlages sofort wieder aufgelést. Der Umstand ist hier 
weit auffallender als bei der Ca-Fallung, wo man eine 10°/,ige 
Lésung, d. h. also einen sehr groBen Uberschu8 von Cat* an- 
wendet. 

Da es méglich wire, daB die Fallung unter den bei der Nachweisung 
von Oxalsiiure in der Serum- und Blutanalyse vorhandenen Bedingungen 
besser verlaufen wiirde, wurde eine Portion Blut mit gleichen Teilen Wasser 
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verdiinnt und mit 15°/,iger Trichloressigsiure gefallt. Das Filtrat wurde 
mit NaOH und mit Kongopapier als Indicator auf py = 2,3 eingestellt, 
4 Portionen dieser Lésung wurden mit Natriumoxalat versetzt, und zwar 
in Mengen, die 3,51 bzw. 1,76, 1,05 und 0 mg-°/, Oxalsiure entsprechen, 
In einer Reihe von Zentrifagenréhrehen wurden 3 cem Lésung (die Menge, 
mit der Suzuki arbeitet) in jedes Glas gefillt und mit 2 und 5 Tropfen 
1°/,igem und 2 und 5 Tropfen 0,1°/,igem Ceriumehlorid gefallt. In keine, 
der Réhrchen wurde auch nur die Spur einer Ausfillung sichtbar und die 
darauffolgende Behandlung mit Zentrifugieren, Waschen und Titration 
zeigte tiberhaupt keinen Verbrauch von KMnQ,. Ich habe in 100 cem 
Filtrat von Blut sowie in Blut + 3,5 mg-°/, Oxalsiure eine ahnliche Fallung 
vorgenommen, den ganz sparsamen Niederschlag in H,SO, aufgelést und 
a.m. Orskov extrahiert. Selbst auf diese Art gelang es mir nicht, auch 
nur die kleinste Menge Oxalsiiure zu finden. In der Probe desselben Blutes 
wurde Oxalsiiure nach der friiher beschriebenen Methode a. m. Widmark 
bestimmt. Das Resultat wurde bereits friiher angefiihrt; es zeigte 0 mg-°), 
Oxalsiiure, wihrend 85°/, der zugesetzten 5,4 mg-°/, wiedergefunden wurde. 


Es wird sich kaum lohnen, sich weiter mit dieser Methode 
zu beschaftigen. Ich méchte nur noch ein paar Bemerkungen 
betreffs Suzukis Anwendung und Modifikation derselben machen. 
Er gibt den Oxalsiuregehalt von Serum und Blut auf 3—4mg-°/, 
an und da er 3 ccm eines Filtrats verwendet, das durch Zusatz 
von gleichen Teilen Wasser und 15°/,iger Trichloressigsiure an 
Blut gewonnen ist, will dies heiBen, daB er mit der Oxalsiure- 
menge in 1 ccm Blut (bzw. Serum) arbeitet, mit anderen Worten 
mit Mengen von 0,03—0,04 mg Oxalsiure. Er gibt nirgends an, 
mit welcher Genauigkeit er diese kleinen Mengen bestimmen 
kann, es scheint aber dieselbe zu sein, mit der Izumi die friiher 
erwahnten 0,042 mg bestimmte, also eine recht betrichtliche Un- 
sicherheit. Wenn man eine so unsichere Methode anwendet, 
kann man sich selbstverstiindlich nicht erlauben, aus Ziffern, die 
Unterschiede wie 3,32—2,95 mg-°/, zeigen, Folgerungen zu ziehen, 


ja nicht einmal aus Ziffern wie 3,22—2,09 mg-°/,. Aus diesem | 


wie aus dem vorigen Grunde kann man daher ruhig die Schlub- 
folgerungen Suzukis fiir iibereilt ansehen. 


Zusammenfassung. 


I. Mit der von Merz und Maugeri angegebenen Methode zur | 
Bestimmung des Oxalsiuregehalts in Blut und Serum werden in — 
erster Linie eine Reihe von gleichgiiltigen Stoffen bestimmt, wes- 
halb die von vielen Verfassern angegebenen auffallend hohen 
Oxalsiurewerte zum groBen Teil, wenn nicht ausschlieBlich, aut 
diese Unreinheiten zuriickzufiihren sind. 
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II. Folglich sind die mit dieser Methode erreichten Resultate, 


ua. die von Jiirgens und Spehr, unzuverlissig. 


III. Mit der von mir benutzten Atherextraktionsmethode wird 
der Oxalsiuregehalt von Rinderserum auf héchstens 1 mg-°/, ge- 


 funden. 


IV. Nach Fiitterung eines Kaninchens mit oxalsiiurehaltiger 
Nahrung (Spinat) wird im Serum héchstens 1,1 mg-°/, Oxalsiiure 
gefunden. In Leber und Nieren desselben Tieres sind ebenfalls 
kleine Mengen von Oxalsiure nachweisbar. 

V. Die von Izumi angegebene Methode fiir die Oxalsiure- 
bestimmung in Blut und Serum ist ebenfalls unzuverliissig. Das- 
selbe gilt von Suzukis Modifikation der Methode sowie von den 
yon demselben Verfasser erzielten Resultaten. 
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Das System der Aldehydrase der Leber. 
V. Mitteilung tiber Leberfermente. 


Von 


Ludwig Reichel und Kristian Eckhoff. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1935.) 


A. Dismutationsvorgang. 


In der II.") und III. Mitteilung?) wurde gezeigt, daB die aui 
verschiedene Weise hergestellten Trockenfermentpriparate, sowohl 


unter anaeroben wie aeroben Bedingungen Aldehyd nur dismutieren, f 


Nach H. v. Euler und Edy. Brunius’) ist die Dismutation des 
Aldehyds an die Gegenwart von Co-Zymase gekniipft. Da bei 
diesen mit gereinigten Fermentlésungen ausgefiihrten Unter- 


suchungen nur der verschwundene Aldehyd, keine Reaktions- f 


produkte quantitativ bestimmt wurden, muBten die Verhiltnisse 
erneut studiert werden. Zu diesem Zwecke haben wir mit dialy- 
sierten Lésungen aus Trockenferment und Co-Zymase*) quantitative 
Versuche durchgefiihrt. Diese beweisen, daB bei der Aldehyd- 


dismutation neben der Aldehydrase auch die Co-Zymase beteiligt | 
ist. Der Co-Zymasegehalt der Trockenpriparate, der ziemlich hoch f 


liegen muB, wird noch genau bestimmt werden. 


Aktivititsbestimmung des Ferments. 


0,2 g Ferment + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,6 + 10 cem 
Propylaldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. (Methodisches vegl. 
Il. Mitteilung, Bd. 224, S. 177—182). 


Tabelle I. 




















Gebundenes Pro ‘laldet d in m 
Nr. Bisulfit in cem PY - 6 "lo 
n/10-Jodlésung} angew. _ gef. | umgew. Umsatz 
1 8,11 97 | 28,50 | 73,50 75,77 














*) Herrn Prof. H. vy. Euler sei auch an dieser Stelle fiir das Co-Zy- 
masepriparat besonders gedankt. 
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Aktivititen der dialysierten Fermentlésungen. 


Lésung von 0,2 g Ferment in 20 ccm destilliertem Wasser nach 
20 stiindiger Dialyse + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,6 + 10 ccm 
Propylaldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. 


Tabelle I. 

































































Gebundenes Propylaldehyd in m , 
Nr. Bisulfit in ecm wi edioatioes.. lo 
n/10-Jodlésung angew. | gef, | umgew. Umsatz 
1 29,8 96,00 | 86,40 | 9,60 10,00 
ruhe.) 2 80,3 97,15 | 87,85 | 9,80 9,57 
ccm Propionsiiure in m 
Nr. n/10-Ba(OH), Loa 5 
korr. gef. ber. (dismutativ) 
1 0,78 5,77 | 6,12 
2 0,77 5,70 5,98 








Die dialysierten Aldehydraselésungen besitzen also nur noch 
eine geringe dismutative Wirksamkeit. Durch 20 stiindige Dialyse 
wird die Co-Zymase weitgehendst entfernt. 


Wirkung der Co-Zymase. : 


Lésung von 0,2 g Ferment in 20cem destilliertem Wasser nach 

20 stiindiger Dialyse + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,6 + 10 ccm 

hyd- | Propylaldehydlésung + 0,3 eem Co-Zymaselésung (ACo- Wert = 50000, Kon- 
zentration der Lésung 180 Co/cem). 






























































eiligt 
hoch F Tabelle III. 
Gebundenes Propylaldehyd in m 0/ 
Nr. | Bisulfit in ecm = : : a . 
rit n/10-Jodlésung| angew. gef. | umgew. Umsatz ed 
vel. § 1 26,4 96,00 | 16,56 19,44 20,25 
| 2 27,8 97,15 | 19,15 18,00 18,57 
ccm Propionsiiure in m 
— Nr. n/10-Ba(OH), : , : 
| korr. gef. | ber. (dismutativ) 
tz — 1 1,61 11,91 | 12,40 
—— 2 1,58 11,82 11,84 
7 
, Bei Zusatz schon geringer Mengen Co-Zymase tritt wieder 
- uy" 


eine Aktivierung ein. 
15* 


sa Ne AC POON 
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B. DehydrierungsprozeB. 


In der III. Mitteilung?) wurde spektroskopisch eine Cytochrom. 
komponente in den Trockenfermentpriparaten nachgewiesen. Di: 
gefundene Doppelbande wird von D. Keilin*) als modifizierte 
Cytochrom, von H. Tamiya und S. Yamagutchi') als Cyto. 


chrom Be bezeichnet. Weiter wurde gefunden, da8 sich dae 


DehydrierungsprozeB nur im System: Aldehydrase-(Co-Ferment. 
Aldehyd - Cytochrom - Be - Indophenoloxydase - Sauerstoff abspielt 
Auf er Cytochrom befinden sich in der lebenden Zelle noch andere 
Zwischenacceptoren, so z. B. die Flavine. Nach Untersuchungen 
von P. Gyorgy, R. Kuhn und Th. Wagner-Jauregg* 
H. v. Euler und E. Adler’) ist in der Leber das Flavin haupt- 
sichlich in Form der Flavin-EiweiBverbindung, als Flavoprotein 
vorhanden. Von besonderem Interesse war es, ob Flavine in 
System der Aldehydrase als Zwischenacceptoren fungieren kénnex, 

1. Flavoprotein. Flavoprotein*) hat sich als geeigneter 
Zwischenacceptor im Dehydrasesystem erwiesen; der Dehydrierungs. 
prozeB wird vollzogen. 


Versuche mit Flavoprotein. 
1.+ 2. 0,2 g Ferment + 40 mg Flavoprotein in 1 cem 1°/, iger Koch- 


salzlésung + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,6 + 10cem Propylaldehyd: f 


lésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. 
Tabelle IV. 





















































Gebundenes Pro wialiinhs yd in m 0 
Nr. Bisulfit in cem ciniitne | 8 lo 
n/10-Jodlésung angew. gef. | umgew. Umsatz 
1 18,29 93,05 52,94 | 40,11 43,11 
2 17,90 93,05 51,91 | 41,14 44,21 
ccm Propionsiiure in m 0 
Nr. n/10-Ba(OH), ; : lo 
korr. gef. ber. (dismutativ)| Propionsiure 
1 6,08 4499 25,50 88,22 
2 6,34 46,92 | 26,24 89,33 











2. Lactoflavin. Das Lactoflavin**) fungiert ebenfalls als 
Zwischenacceptor. Sind die Zwischenacceptoren Flavoprotein und 





*) Herrn Doz. Dr. Th. Wagner-Jauregg sei fiir das zur Verfiigung 
gestellte Flavoprotein herzlich gedankt. 

**) Herrn Prof. R. Kuhn sprechen wir fiir das freundlichst iiber- 
lassene Lactoflavin unseren ergebenen Dank aus, 
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Tactoflavin im Aldehydrasesystem nicht in optimaler Konzen- 
tration vorhanden, so verliuft neben dem DehydrierungsprozeB 
fauch der Dismutationsvorgang. Da unsere dargestellten Trocken- 


fermentpraparate nur den Dismutationsvorgang 


zu katalysieren 


yermogen, miissen diese sehr arm an Flavinen sein. Genaue Be- 
stimmungen iiber den Flavingehalt der Priparate werden noch 


ausgeftihrt. 


Versuche mit Lactoflavin. 


1. 0,5 g Ferment + 0,6 mg krystallisiertes Lactoflavin + 20 cem Phos- 
phatpufferlésung py = 7,6 + 10cem Propylaldehydlésung. 2. Ansatz mit 
0,2 ¢ Ferment + 1,5 mg krystallisiertes Lactoflavin. 3. 0,2 g Ferment + 1 cem 
Lactoflavinkonzentrat (¢ = 0,02°/,) + 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 
+10 eem Aldehydlésung. 4. Ansatz mit 2 ccm Lactoflavinkonzentrat. 


1.—4. Reaktionsdauer 2 Stunden bei 37° in Luft. 


Tabelle V. 





















































"Gebundenes | —Propylaldebyd in m ; 
Nr. Bisulfit in ccm ae : tx lo 
n/10-Jodlésung | angew. | gef. | umgew. Umsatz 
1 14,91 101,50 | 48,24 58,26 57,50 
2 18,02 101,50 | 51,46 | 50,04 49,30 
3 26,15 101,00 | 74,68 26,32 26,06 
4 26,00 101,00 75,40 25,60 25,60 
com 
: Pe Alkohol °/, Alkohol des 
ne, aes a in mg umgew. Aldehyds 
orr. 
1 1,99 11,94 30,13 
., oom Propionsiure in mg 0/ 
Nr. n/10-Ba(OH), alle 
korr. gef | ber. (dismutativ) | Propionsiure 
1 8,51 62,97 37,17 84,71 
2 6,76 50,02 31,92 718,36 
3 2,58 19,10 | 16,70 57,37 
4 2,98 22,05 | 16,33 67,52 











3. Synthetische Flavine. Auf Veranlassung von Herrn 
Prof. R. Kuhn-Heidelberg haben wir synthetische Flavine auf 
ihre Kignung als Zwischenacceptoren im Dehydrasesystem unter- 
sucht. Herangezogen wurde 9-d-Araboflavin, 9-l-Araboflavin, 6, 7-Di- 
methyl-9-d-Araboflavin, 6,7-Dimethy]-9-l-Araboflavin. Von diesen 


Flavinen erwies sich jedoch nur das 9-d-Araboflavin als geeignet. 


ees ELA 
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A. Vers 


uche mit 9-d-Araboflavin. 


1. 0,5 g Ferment + 0,6 mg 9-d-Araboflavin. 2. 0,2 g Ferment + 1,5 m) 
9-d-Araboflavin. 1. + 2. Ansatz mit 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7, 
+ 10 ccm Propylaldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. 



















































































Gebundenes Pr ae lald ah 3 wae 
Nr. Bisulfit in eem ve raat: 8 on — wail "lo 
n/10-Jodlésung| angew. | gef. | umgew. Umsatz 
1 12,5 101,50 36,25 | 65,25 64,30 
2 19,0 101,50 55,10 46,40 45,71 
com Alkohol in 
Nr. n/10-Thiosulfat |___“~- "5 | 
korr. gef. | ber. (dismutatiy) 
1 3,86 28.16 | 33,75 
ccm Propionsiure in m 
Nr. n/10-Ba(OH), | pM nes 8 : “lo , 
korr. gef, ber. (dismutativ) Propionsiure 
1 1,71 57,1 41,33 68,75 
2 5,90 43,66 29,60 73,75 


Aus der Tabelle geht hervor, daB sich der Dehydrierungsprozef 


vollzieht. 


1. + 2. 0,2g Ferment + 2 mg 9-l-Araboflavin + 20 cem Phosphatpuffer- } 











B. Versuche mit 9-l-Araboflavin. 


lésung py = 7,6 + 10cem Propylaldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Lutt. 


Tabelle VII. 




































































Gebundenes P laldehyd i 
Nr. | Bisulfit in cem ronan. eens. "lo 
n/10-Jodlésung} angew. | gef. | umgew. Umsatz 
1 15,5 105,85 | 44,95 | 60,90 57,58 
2 16,2 105,85 | 46,98 | 58,87 55,52 
com Alkohol in 
Nr. n/10-Thiosulfat | __ dln. - 
korr. gef, | ber. (dismutativ) 
1 5,30 31,8 81,50 
. . 
ccm Propionsiure in m 
Nr. n/10-Ba(OH), |—_— E : 
korr. gef. ber. (dismutativ) 
1 5,42 40,11 | 88,84 
2 5,27 29,00 | 87,56 

















itatiy) | 


siure 








C. Versuche mit 6,7-Dimethyl-9-d-Araboflavin. 
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1.+2. 0,2 g Ferment + 2 mg 6,7-Dimethyl-9-d-Araboflavin + 20 cem 
‘Phosphatpufferlésung py = 7,6 + 10 ecm Propylaldehydlésung. 2 Stunden 
bei 37° in Luft. 


Tabelle VIII. 








Gebun denes 

















mg 





















































Propylaldehyd i 
Nr. Bisulfit in eem |—— wi whelpeaies: a "lo 
n/10-Jodlésung angew. | gef. umgew Umsatz 
1 16,9 106,72 | 49,01 57,71 54,08 
2 17,3 106,72 | 50,17 56,55 52,99 
ccm Alkohol in 
Nr. n/10-Thiosulfat essa st. 
korr. gef. ber. (dismutativ) 
1 5,00 30,00 29,84 
ccm Propionsiiure in m 
Nr. n/10-Ba(OH), P 6 
orr. gef. | ber. (dismuta*’ ‘ 
— — ——— A —————— _——— paeeanencian 
1 4,95 86,68 36,81 
2 4,90 36,26 86,07 





D. Versuche mit 6,7-Dimethyl-9-l-Araboflavin. 





1.+2. 0,2 g Ferment + 2 mg 6,7-Dimethy]-9-l-Araboflavin + 20 cem 
Phosphatpufferlésung py = 7,6 + 10 cem Propylaldehydlésung. 2 Stunden 
bei 37° in Luft. 


Tabelle IX. 








Gebundenes 



































Propylaldehyd in m 0 
Nr. Bisulfit in cem PY y g lo 
n/10-Jodlésung| angew. | gef. | umgew. Umsatz 
1 17,00 106,72 | 49,80 | 57,42 53,80 
2 16,60 106,72 | 48,14 | 58,58 55,83 
ecm Propionsiure in mg 
Nr. n/10-Ba(OH), 
korr. gef. | ber. (dismutativ) 
1 5,00 37,00 | 36,63 
2 5,05 37,37 | 87,37 








Die Versuche B—D zeigen, daB die angewandten Flavine 
den Dismutationsvorgang nicht beeinflussen. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir fiir 


die zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebenen Dank aus. 
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Zusammenfassung. 
A. Dismutationsvorgang. 


1. Durch die angewandten Methoden zur Darstellung de 


Fermenttrockenpriparate wird die Indophenoloxydase zerstért, da; 
Flavin fast vollstandig entfernt. Diese Aldehydrasepriparate ver- 


mégen deshalb zuniichst sowohl aerob, wie anaerob nur den Dis. 


mutationsvorgang zu katalysieren. 


2. Die Aldehyddismutation ist an die Gegenwart von Co-Zy. 


mase gekniipft. Die Trockenfermentpriparate enthalten an sich 
ziemliche Mengen Co-Ferment. 


B. DehydrierungsprozeB. 
Der Dehydrierungsproze8 wird vollzogen: 


1. Im System Aldehydrase-(Co-Ferment)-Aldehyd-Cytochrom- 
Be-Indophenoloxydase-Sauerstoff. 


2. Im System Aldehydrase-(Co-Ferment)-Aldehyd- 
a) Flavoprotein, b) Lactoflavin, c) 9-d-Araboflavin. 


Es besteht also die Méglichkeit, daB im Organismus der 
Stoffwechsel iiber das eine oder das andere Zwischensystem ge- 
leitet werden kann. Sind die Zwischenacceptoren im Dehydrase- 
system nicht in optimaler Konzentration vorhanden, so verliiuft 
neben dem DehydrierungsprozeB auch der Dismutationsvorgang. 
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Aktivatoren der Glykolyse. II. 


Von 


Hans vy. Euler und Gunnar Giinther. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1935.) 


In der vorhergehenden Mitteilung') und schon in unseren 
ersten orientierenden Versuchen?) iiber die Aktivatoren des glyko- 
lytischen Kohlenhydratabbaus konnten wir an einem Co-Zymase- 
priparat vom Wirkungsgrad ACo = 175000 folgendes zeigen: 
Co-Zymase in wibriger Lisung, an Apo-Zymase auf Girwirkung 
sepriift, verliert durch 60 Minuten langes Erhitzen bei etwa 100° 
(Wasserbad) bei p,, = 3,5 sowie durch 5 Minuten langes Erhitzen 
(Wasserbad) in 0,02 n-Natronlauge ihre giirungsaktivierende Fihig- 
keit vollstindig; dagegen erweisen sich die gleichen Lisungen im 
Glykolyse-Versuch (gemessen durch die Milchsiurebildung aus 
Giykogen) nach der Erhitzung als wenigstens ebenso aktiv wie 
die urspriingliche Co-Zymaselésung. 

Die gefundene Tatsache, welche kurz darauf von Kuler und 
Ragnar Vestin®*) bestitigt wurde, konnte, wie wir in unserer 
zitierten Mitteilung in dieser Zeitschrift bereits betont haben, trotz 
des immerhin erheblichen Reinheitsgrades des verwendeten Co- 
Zymasepriparates so gedeutet werden, daB ,,das Co-Zymasepriparat 
auch noch einen Aktivator der Glykolyse enthalt, welcher thermo- 
stabiler ist als die Co-Zymase, und welcher bei deren T'emperatur- 
inaktivierung allein erhalten bleibt. Wahrscheinlicher ist aber, 
daB von der Co-Zymase beim Erhitzen die (reduzierende) Gruppe 
verindert wird, so daB nur die Glykolyse-aktivierende Wirkung 
des Molekiils zuriickbleibt“. 


1) Euler u. Giinther, Diese Z. 235, 104 (1935). 
2) Euler u. Giinther, Sv. Kem. Tidskr. 47, 189 (Juniheft) (1935). 
*) Euler u. Vestin, Sv. Kem. Tidskr. 47, 231 (Augustheft) (1935); 
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Nun standen uns seit der Ausfiihrung der friher veréffentlichten 
Versuche noch viel reinere Co-Zymasepriparate zur Verfigung, 


und zwar die reinsten damals bekannten, ACo 400000, dargestellt 
nach der von H. Albers und F. Schlenk?) ausgearbeiteten Methode. 


denen wir die hier verwendeten Priiparate verdanken. Da nun 


eine im Co-Zymasepriparat ACo = 175000 vorhandene Verun- 
reinigung die eingangs erwihnte Tatsache veranlaBt oder wenigstens 
beeinfluBt haben konnte, erschien es uns notwendig, die Versuche 
mit Priparaten ACo = 400000 zu wiederholen. 

Zusatz von kleinen Mengen Hexosediphosphat steigert dic 
Milchsiiurebildung in Glykolyseversuchen, bei welchen Co-Zymase 
als Aktivator zu dem durch Autolyse inaktivierten Muskelextrakt 
(Rattenmuskeln) gesetzt wird. Kommen Extrakte zur Verwendung, 
welche laingere Zeit hindurch dialysiert wurden, so ist ein solcher 


Zusatz von induktionsaufhebenden Substanzen, z. B. Hexosedi- 


phosphat, Brenztraubensiure usw. notwendig, auch wenn ein starker 
UberschuB von Aktivator anwesend ist). Die gleiche Beobachtung 
macht man mit Muskeladenylsiure. Was die Adenosintriphosphor- 
siure betrifft, so scheint ein solcher Zusatz von Hexosediphosphat 
unter anderem entbehrlich zu sein, indessen steigert er die Milch- 
siurebildung bei kleinen Aktivatormengen’). Bei unseren Ver- 
suchen haben wir deswegen stets Hexosediphosphat (0,5 mg Na- 
Salz) den Reaktionsmischungen zugegeben. 


Versuchsbedingungen und Methodik. Die Versuchsanordnung und 
-bedingungen entsprechen den in unserer friiheren Arbeit beschrie- 
benen; verwendet wurde wieder Extrakt von Skelettmuskel der Ratte. 

Das Praparat von adenosintriphosphorsaurem Ba stellten wir 
nach Barrenschen und Filz‘*) aus Kaninchenmuskulatur dar. 

Die nach Albers und Schlenk hergestellten Priparate 
ACo = 400000 sind feste mikrokrystallinische Substanzen; die 
Lésungen kénnen durch direktes Einwagen derselben hergestellt 
werden. — Das Co-Zymasepriaparat Nr. 356, ACo = 50000 war 
nach Myrback und Ortenblad®) bereitet. 

Was die Wirksamkeitsbestimmung der Co-Zymasepriparate 
betrifft, so muB auf die Schwierigkeit hingewiesen werden, einheit- 





1) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 234, I (1935). Seitdem sind 
Priiparate ACo = 575000 dargestellt worden. 

*) Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 (1931); Euler u. Giinther, Diese 
Z. 235, 107 (1935). 5) Lohmann, Biochem. Z. 237, 445 (1931). 

*) Barrenscheen u. Filz, Biochem. Z. 250, 281 (1932). 

*) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 233, 87 (1935). 
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ichten — liche Apo-Zymasepraparate zur Aktivitiitsbestimmung zu gewinnen; 
igung, je nach dem Grad des Auswaschens der Trockenhefen kommt es 
estellt yor, daB verschiedene Apo-Zymasepriiparate mit dem gleichen 
thode,  ('o-Zymasepriiparat recht verschiedene Aktivititswerte liefern. 


1 nu 
“i Versuche. 


erun- : | 

hans Unsere neuen Versuche mit den Co-Zymasepriiparaten ACo 

one — 400000 zeigen, daB die Glykolyse-aktivierende Fahigkeit nach 
| den angegebenen Erhitzungen nicht nur, entsprechend unseren 

+ ie friheren Versuchen, erhalten bleibt, sondern erhéht wird, und 

mase zwar, wie die Tab. 1 zeigt, recht betrichtlich.’) 

trakt Tabelle 1. 

lung, In jedem Ansatz 4 cem Extrakt, 3 Stunden bei 20° dialysiert. Reak- 

cher tionszeit 1 Stunde bei 20°. Glykogen 10mg. Hexosediphosphat 0,5 mg. 

: Co-Zymase 0,5 mg. ACo 400000. 




















sedi- —— _ 
, , . mg Milchsiure 
rker Reaktionsmischung 5 ner ame 
tung es a aN TE : ; a a 
hor- Extrakt + Glykogen + Hexosediphosphat ..... . 0,06 
phat + Co-Zymase, nicht erhitzt......... 0,62 
a + Co-Zymase, 60 Min. erhitzt im Wasserbad 
Ich- | I ick abit tenia ox ee, 2 0,86 
Ver- — + Co-Zymase, 5 Min. erhitzt im Wasserbad in 
Na- 0,02 ee ee ee 0,88 
Noch deutlicher tritt, wie zu erwarten, die Aktivitaitserhéhung 
iad bei kleinen Aktivatorkonzentrationen hervor, bei welchen die 
“a Milchsaurebildung einigermaBen proportional mit den Aktivator- 
tte. mengen ist. Wie Fig. 1 zeigt, ist dies unter den von uns gewahlten 
wir ; 
lar. er 
ate 
die t 
It > 
ss) 
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— 
Ss 
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= 
ite RS 
it- 
d = l l | 
, | Os 70mg Aap. Ba. 
so of 028 0.56 mg. Co-Zymase 
; Fig. 1. 





1) Kleine Erhéhungen sind bereits in der Arbeit von Euler u. Vestin 
(a. a. O.) mitgeteilt. 
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Versuchsbedingungen bis zu Co-Zymasemengen von etwa 0,25 mg 
der Fall. 


Im gleichen Versuch wurde die Aktivatorwirkung der aktiven 
Co-Zymase verglichen mit der Wirkung der iquivalenten Menge | 


Adenosintriphosphorsiiure. Das angewandte Bariumsalz wurde 
mit Na,SO, zum Natriumsalz umgesetzt. Dabei war mit dem 
Molekulargewicht 500 der Co-Zymase gerechnet worden, zu dem 
Myrback’) nach seinen Diffusionsbestimmungen vor einiger Zeit 
gekommen war. Neuere Versuche (Albers und Schlenk) machen 
indessen ein héheres Molekulargewicht der Co-Zymase wahr- 
scheinlich. 


Tabelle 2. 


In jedem Ansatz 4 ccm Extrakt, 150 Minuten bei 20° dialysiert. Reaktions- 
zeit 2 Stunden bei 20°. Glykogen 10 mg. Hexosediphosphat 0,5 mg. 
Co-Zymase ACo 400000. 














Extrakt + Glykogen + Hexosediphosphat Gebildete Milchsiure 

in mg in mg 
O40 Co-Dpmeme Gy) 0k 0,32 
0,25 eae dee rar ened! 'y. 9: le 1,25 
0,50 a ep eee ee 1,40 
0,75 ek ee WE Ge he 96-4. hs os 1,59 
1,00 ‘ee = Pe arrererere 1,71 
0,18 Adenylpyrophosphorsiiure (Barium) .. . . 0,67 
0,45 a n 7s eal 1,62 
0,89 “ fl ae 1,74 
1,34 i 4 eel 1,88 
1,77 ss i i 1,99 





Fig. 2 zeigt die Wirkung der iquimolekularen Mengen 
Adenosintriphosphorsiure, aktiver und alkalisch inaktivierter 
Co-Zymase innerhalb der Proportionalitiitsgrenzen. Der Unter- 
schied zwischen aktiver und erhitzter Co-Zymase tritt sehr deut- 
lich hervor. Die Wirkung des Adenosintriphosphats ist noch 
erheblich stirker als die der erhitzten Co-Zymase. 

Was nun die Deutung der mitgeteilten Tatsache betrifft, 
daB die bis jetzt héchstgereinigten Co-Zymasepriparate durch 
Erhitzen ihre Fahigkeit, alkoholische Girung und Dehydrierung 
zu aktivieren, verlieren, wiihrend die Fahigkeit, die Glykolyse zu 
aktivieren, ansteigt, so ist in erster Linie an die aus den Ver- 
suchen von Vestin (a. a. O.) hervorgehende Tatsache zu erinnern, 





1) Myrbiack, Diese Z. 225, 125 (1934). 





dab 


gr 


pho 


fors 
ble: 
ade 
kiir 


phe 








25 mg 


tiven | 
lenge | 


vurde 
dem 
dem 
Zeit 
chen 
rahr- 








Aktivatoren der Glykolyse. II. 225 


daB beim Erhitzen der Co-Zymase gleichzeitig mit der Fihigkeit 
gur Glykolyseaktivierung die Fahigkeit zur Aktivierung der Um- 


phosphorylierung erhalten bleibt bzw. ansteigt. 

Ks ist dann beim gegenwirtigen Stand der Co-Zymase- 
forschung in erster Linie in Betracht zu ziehen, daB die iibrig- 
bleibende Wirkung der Co-Zymase analog derjenigen der Muskel- 
adenylsiiure ist, und dieser Gesichtspunkt liegt um so niher, als 
kiirzlich die wesentliche Rolle der t-Adenylsiure bei der Um- 
phosphorylierung im System der Hefengirung') nachgewiesen 
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werden konnte?). Nach diesen Versuchen ist aber die Wirkung 
der t-Adenylsiure nicht gréBer, sondern kleiner als die der 
Co-Zymase, und nach den in der zitierten Arbeit dargelegten 
Erwiigungen wiire die Co-Zymase durch Phosphataufnahme selbst 
ein Aktivator der Umphosphorylierung. 

Auch Ergebnisse von Myrbick und Ortenblad (a. a. 0.) 
liber die reduzierende Fahigkeit der Co-Zymase im aktiven Zu- 
stand und bei der Thermoinaktivierung liefern keine Stiitze fiir 


1) Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 12B, Nr. 12 (1935). 


*) Umphosphorylierung bei der Glykolyse vgl. Parnas, Ostern u. 
Mann, Biochem. Z. 275, 74 (1935); Klin. Wschr. 14, 1017 (1935). 
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die Annahme, daB durch Erhitzen der Co-Zymase die t-Adenyl.| 


siure iibrigbleibt. Ausgeschlossen ist immerhin diese Méglichkeit 
noch nicht, jedenfalls miiBte man der in der Co-Zymase gebundenen 
Adenylsiure andere Aktivatoreigenschaften zuschreiben als der 
freien Adenylsiure. 

Mit der Annahme, daB die Co-Zymase selbst durch eine 
Wirkungsgruppe unter Aufnahme von Phosphorsiiure die Un- 
phosphorylierung vermittelt, steht unser Ergebnis in Uberein- 
stimmung, daB im Girungssystem Apo-Zymase, Co-Zymase, Hexose- 
diphosphat durch Zusatz von erhitzter Co-Zymase die Induktions- 
zeit etwas verkiirzt wird. 

Im ibrigen méchten wir uns die theoretische Auswertung 
der hier mitgeteilten Tatsachen noch vorbehalten, bis iiber Zu- 
sammensetzung, Hinheitlichkeit und Wirkung der Co-Zymase 


weitere Tatsachen mitgeteilt werden kénnen, was, wie wir hoffen, | 


bald der Fall sein wird. 

Vorliufig ist die Deutung der hier mitgeteilten Tatsache um 
so schwieriger, als die Einheitlichkeit Alterer, hochgereinigter 
Co-Zymasepriparate noch in Zweifel gezogen werden muBte, nach- 
dem es sich gezeigt hat, daB in gewissen Co-Zymasepriparaten 
ein ,zweiter Aktivator“ vorkommt, der vermutlich mit dem War- 
burgschen Co-Ferment identisch ist). 

Da es nicht ausgeschlossen war, daB derselbe auch auf die 
- Glykolyse einwirkt, wurde ein Praparat untersucht, welches in 
Dehydrierungsversuchen mit Hexosemonophosphorsaure als Donator 
eine fast vollkommene Freiheit von diesem Aktivator ergeben 
hatte, nimlich Priparat Nr. 356 }). 

Der Versuch wurde mit gleichem Extrakt ausgefiihrt, welcher 
bei der in Fig. 2 angegebenen Serie zur Anwendung gekommen war. 


mg gebildete 


Extrakt + Glykogen + Hexosediphosphat Milchsiure 
0,4 mg Co-Zymase Nr. 312 aktiv ........ 1,25 
0,4 mg Co-Zymase ,, ... imaktiviert ...... 1,35 
0,4mg Co-Zymase , 356 aktiv ........ 1,37 


Wie aus dem Versuch hervorgeht, zeigt das Priparat Nr. 356 
keinen Unterschied gegen unsere Praparate ACo = 400000, welche 
tibrigens auch nur sehr kleine Mengen von Warburgschem Co- 
Ferment enthielten. 





1) Euler u. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935) und Sy. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 12 (1985). 
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Die Dehydrierung der Citronensdure 
und der Iso-Citronensdiure durch Gurkensamen-Dehydrase. 
Von 
Th. Wagner-Jauregg und H. Rauen. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1935.) 


Die aus Zellen losgeléste Citronensiuredehydrase wird als 
typische ,, Anaero-dehydrase“ angesehen, da sie wohl Dinitrobenzol, 
Methylenblau und andere Farbstoffe, nicht aber Sauerstoff als 
Wasserstoffacceptor zu verwerten vermag?). Wir fanden kiirzlich”), 
daB sich die anaerobe Funktion (Methylenblaureduktion) der in 
Phosphatextrakten aus Gurkensamen (cucumis sativa) von T.Thun- 
berg’) nachgewiesenen Citricodehydrase durch Zusatz von Flavin- 
enzym wesentlich steigern liBt. Es zeigte sich nun, daf in dem 
durch Flavinenzym ergdéneten Dehydrierungssystem auch Sauerstoff 
aufgenommen wird (Fig. 1). 





Imit Flavinenzym und Coferment . 


~ 

%S 

S 
T 






mit Flavinenzyn, ohne Coferment 


= 
4 


~ 


wie I, aber ohne Citronensdure 
mit Coferment, ohne Flavinenzym 















1 1 i f 1 l l 

20 4 60 80 100 120 140Minuten 

Fig. 1. Veratmung der Citronensiure (m/250) in Luft bei 37° im System: 
Gurkensamendehydrase-gelbes Ferment-Coferment. 





Der Vergleich der Kurven der Fig. 1 liBt erkennen, da fir 
die GréBe der Atmung vor allem der Zusatz von Flavinenzym und 
nur in geringerem Mafe der von Co-Ferment bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von gelbem Ferment wesentlich ist. 


') Vgl. z.B. W. Franke in H. v. Euler: Chemie der Enzyme, II. Teil, 
3. Abschnitt, S. 568. Verlag J. F. Bergmann, Miinchen, 1934. 
*} Th. Wagner-Jauregg u. H. Rauen, Diese Z. 233, 215 (1935). 
8) Biochem. Z. 206, 109 (1929). 
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Tabelle I. (Versuchsansitze der Fig. 1.) 


























; I Il Il IV 
Versuch Nummer 
eem ecm ecm eem 

| i DAKE aetn 
Gurkenenzym . 1,0 1,0 1,0 1,0 
rr 0,4 0,4 _- 0,4 
Oo-Permenmt i. . 1.54.55 0,3 — 0,3 0,3 
m/50-Citronensaures Na 0,5 0,5 0,5 a 
| ee a ee ee ae — 0,3 0,4 0,5 
0,87 °/, ig. sekundires Phosphat . 0,3 0,3 0,3 0.3 
Aufgenomm., emm Sauerstoff nach 
eer eee ee ee 6: 34,3 7,2 10,1 
a ep ene tera 99,5 56,3 7,2 12.6 
125, Teeter eo 89,6 12,6 21 


In einem anaeroben Ansatz (Thunberg-Ahlgren-Methode) ent- 
sprechend Versuch I der Tab. I wurden 0,5 ccm Methylenblau-Lésung 1 : 5000 
in 2 Minuten entfirbt. Die Umrechnung auf eine dem aeroben Ansatz 
entsprechende Zeit ergibt: 

anaerob in 35’ reduziert: 1,75 mg = 0,0044 Millimole Methylenblau 
” 1 69 ” >: 3 mg = 0,0081 ” ” 
* : 63 emm = 0,0028 x Sauerstoff 

» «oe - : 99,5emm = 0,0045 % 9 

Daher erfolgte die Dehydrierung im anaeroben und aeroben Versuch mit 
annihernd derselben Geschwindigkeit, da 1 Mol Methylenblau im Oxydations- 
wert '/, Mol O, entspricht. 


Die Abhingigkeit der Sauerstoffaufnahme von der 
Substratkonzentration zeigt Fig. 2. 
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Fig. 2. Oxydation der Citronensiiure im Enzymsystem: 


Gurkensamendehydrase-Flavinenzym-Coferment, bei verschied. Substratkonzentration (37°). 


Versuchsansitze wie in Versuch I der Fig. 1, mit wechselnder Substrat- 
konzentration (0,5 cem m/10, m/50 und m/100 Natriumcitrat). 
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Das Optumum der Anfangsgeschwindigkert zeigt Versuch U1] 
mit einer Crtratkonzentration von m/250. Die Gestalt der Kurven 
der Fig. 2 gestattet Riickschliisse auf das Verhiltnis aufgenom- 
mener Sauerstoff : verschwundene Citronensiure. Es nimmt nam- 
lich Kurve II nach etwa 60 Minuten, Kurve III nach etwa 150 Mi- 
nuten die Neigung der Kurve I (ohne Substrat) an. Wir machen 
daher die Annahme, daB die Oxydation nach diesen Zeiten aus 
dem Grunde zum Stillstand kommt, weil die Gesamtmenge des 
gugesetzten Substrates veratmet ist. Fiir diese Zeitpunkte be- 


tragen die Umsitze: 
Tabelle II. 











re | Verschwund. (=urspriingl. 
zugegeben) Citronensiure 


der Substratoxydation l | 


Endpunkt Aufgenommen O,') 














cmm | Mole mg | Mole 
Kurve II (60’-Wert) . 48,4 | 0,22x10~-5| 0,96 | 0,5x 107° 
Kurve III (150’-Wert). | 118 | 0,53x10->]| 1,92 | 1,0x107° 


Es werden demnach pro 1 Mol veratmeter Citronensdure wngefahr 
0,5 Mole O, aufgenommen. 

Die Bestimmung des Respirationsquotienten in der von 
O. Warburg und M. Yabusoe?’) angegebenen Weise ergab einen 
Wert von rund 2; es treten somat pro 1/, Mol aufgenommenem Sauer- 
stoff 1 Mol Kohlensdure auf. 


Tabelle III. 
Ansiitze wie im Versuch I der Tab. I, 37°. 








Versuchsdauer| O,-Aufnahme | CO,-Bildung | Mole CO, 
Minuten cmm cmm Mole O, 
1. Ansatz. . 120 82,8 172,2 2,1 
2, Ansatz. . 180 113 205 1,8 














Die Summengleichung fir die enzymatische Oxydation der 
Citronensiure durch Gurkensamendehydrase wiire dementsprechend 
folgendermaBen zu formulieren: 

I. 1 HOOC-CH,-C(OH) (COOH)-CH,- COOH + */, 0, = CO, + X (Abbauprod.). 
Ks wire naheliegend, in diese Gleichung an Stelle des unbekannten 
Abbauproduktes X Acetondicarbonsiure einzusetzen. Bei der 
aeroben Dehydrierung der Citronensiiure durch Gurkensamen- 
extrakt wird aber Acetondicarbonsaure sicherlich nicht gebildet. 





1) Abziiglich des Leerwertes der Kurve I. 
*) Biochem. Z. 146, 318 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVII. 
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Den Beweis dafiir hat schon D. Miiller?) erbracht. Da die 
Acetondicarbonsiure aber bei der Diskussion des enzymatischen 
Abbaues der Citronensiure immer wieder auftaucht, hielten wir 
eine Nachpriifung dieser Angabe unter Verwendung der durch 
Flavinenzym aktivierten Gurkensamendehydrase fiir 
winschenswert. War fanden, dap bei der Oxydation der Citronen- 
stiure durch Cirtricodehydrase aus Gurkensamen auch in Gegenwar' 
von gelbem Ferment weder Acetondicarbonsiure noch Aceton enl- 
steht. Fir die Frage, ob Acetondicarbonsiure als Zwischenprodukt 
des oxydativen Abbaues auftreten kinnte, war der Kontroll- 
versuch mit zugesetzter Acetondicarbonsiiure entscheidend, in dem 
83,6°/, davon als Aceton wiedergefunden wurden?). Da demnach 
diese Siure in dem untersuchten Fermentsystem nur in sehr ge- 
ringem MaBe angegriffen wird, folgt, daf Acetondicarbonsture aucl) 
kein Zwischenprodukt des aeroben Citronensdiureabbaues sein kani. 
Beim enzymatischen Abbau der Citronensiure durch verarmte 
Hefe unter SauerstoffausschluB tritt nach H. Wieland und 
Sonderhoff*) Acetondicarbonsaure ebenfalls weder als Zwischen- 
produkt noch als Endprodukt auf. 


Die Ansiitze wurden in verschlossenen Kolben 2 Stunden bei 88° ge- 
linde geschiittelt, dann auf 0° abgekiihlt, an die Apparatur angeschlossen, 
das Aceton abdestilliert, in Mercuricyanid-silbernitrat-lésung aufgefangen 
und der gebildete Niederschlag nach Scott-Wilson‘) titriert. 


Tabelle IV. 











I II III IV V 
ecm ecm eem ecm ecm 
Gurkensamendehydrase. 5 5 ~- 5 o- 
Flavinenzym ..... 4 4 ~— 4 
Co-Ferment . Kae. oe 8 - 3 — 
m/50- Citronensaures Na — 5 5 — 
m/50 - Acetondicarbon - 
saures Na..... — —- ~ 1 1 
0,87 %/5i wit K, HPO, 4 4 9 4 9 
H,O . hh. . — 7 4 11 
Gefunden mg Aceton 0,113 0,181 0,029 0,999 1,06=91,4°/, d.Th. 


Abziiglich der Leerwerte 
Gefunden mg Aceton . — 0,011 


—0,142 (I+ IIT) —0,113 (1) 
0,886 = 83,6°/, von V 








1) Biochem. Z. 275, 347 (1935). Vgi. dazu auch H. Langecker, Bio 
chem. Z. 273, 43 (19384). 

*) Ob diese 89,6°/, unveriinderte Acetondicarbonsiure waren oder ob 
ein Abbau zu Aceton stattgefunden hatte, ist noch nicht entschieden, da 
die Acetondicarbonsiure nach Decarboxylierung durch Kochen in saurer 
Lésung als Aceton nach H.Scott-Wilson [J. of Physiol. 42, 444 (1911), 
*) Liebigs Ann. 503, 61 (1933); 520,150 (1935). 4) a.a.O. 


bestimmt wurde. 
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Wiiren im Ansatz II nur 10°/, der zugesetzten Citronensiure in £-Keto- 
glutarsiure verwandelt worden, dann hiitten 0,5 mg Aceton auftreten miissen. 


Als erste Stufe des anaeroben enzymatischen Abbaues 
jer Citronenséure wurde mehrfach eine Zerfallsreaktion. an- 
vegeben, bei der neben Acetondicarbonsiiure Ameisen- 
siure auftritt?): 

HOOC-CH,-C(OH)(COOH)-CH,-COOH 
= HOOC-CH,-CO-CH,-COOH + HCOOH 

Wenn diese Spaltung, bei der eine Dehydrierung noch nicht 
erfolgt’), auch die Vorbereitung fiir den oxydativen Abbau 
wire, dann miiBten Ameisensiiure oder Acetondicarbonsiure Sub- 
strate der Citricodehydrase sein. Wir konnten uns iiberzeugen, 
dai mit Citronensiuredehydrase-priparaten aus Gurken- 
samen sowie aus Schweine- und Rinderleber eine Hydrie- 
rung von Methylenblau durch Acetondicarbonsiure (auch 
uter Zusatz von Flavinenzym und Co-Ferment), wie nach den 
aeroben Versuchen zu erwarten war, iiberhaupt nicht, eine 
soleche durch Ameisensiiure viel langsamer erfolgte, als 
durch Citronensdéure. Auch Aquimolare Gemische der beiden 
‘iuren waren als Wasserstoffdonatoren ungeeignet. Daf Ameisen- 
siure durch Methylenblau in Gegenwart von verarmter Hefe viel 
langsamer dehydriert wird, als Citronensiure, geben schon H. Wie- 
land und R. Sonderhoff an. Es folgt daraus, daB die oben an- 
sefiihrte Spaltung in Acetondicarbonsiure und Amersensdure wohl 
eine Form der anaeroben fermentativen Spaltung der Citronen- 
siure sein kann, die den eigentlichen oxydativen Angriff viel- 
leicht als Nebenreaktion begleitet, die ihn aber sicherlich nacht 
emlectet. Wir fanden, daB auch andere Verbindungen, die sich 
als Zwischenprodukte des Citronensiiureabbaues formulieren lieSen, 
vie Ketipinsiure, Acetessigsiure, Aconitsiure, Itacon- 
siure, Oxyfumarséiure, Oxymaleinsaiure und Essigsiure 
keine Substratwirkung gegeniiber der Dehydrase aus Gurken- 
samen besitzen. 

Dagegen zeigte sich, daB eine mit der Citronensiure isomere 
Oxysiure, die Isocitronensiiwre HOOC:CH(OH).CH(COOH)-CH,- 
(OOH, in Gurkensamenextrakten mit noch gréPerer Geschwindigkert 

1) T. K. Walker, Subramaniam u. Challenger, Chem. Soc. 1927, 
200 (3044); H. Wieland u. R. Sonderhoff, a. a. O.: L. Reichel, Naturw. 
3, 391 (1935). 

*) Es ist daher unangebracht, dasjenige Enzym, welches diese Spaltung 
hervorruft, als Citricodehydrase zu bezeichnen, wie L. Reichel (a. a. O.) 
ties tut, 

16* 
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als die Citronenséure dehydriert wird und daf sich diese Reaktio 
durch Zugabe von gelbem Ferment ebenfalls stark beschleuniy 
laBt (Tab. V). Die Isocitronensiiture wurde bisher nur aus Bron 
beeren, den Friichten von Rubus fructicosus, isoliert'), doch i 
anzunehmen, daB diese Oxysiiure im Pflanzenreiche weiter ve 
breitet vorkommt, als bisher bekannt ist. 


Tabelle V. 






















































. , jus dem ] 
Dehydrierung von Isocitronensiure 
durch Gurkensamenextrakt. 
Je Ansatz: 0,25 cem Methylenblau 1 : 5000; 0,3 cem m/2-sek. Na-Phosphd 

ecm | ccm | ecem | cem | cem | cem Phe 
— —————— SRNR ene = — LS ES en nthalte 
ae rh ga gaa Rcbhanst 0,5 0,5 0,5 ae 7" “e enasen ; 
avinenzym ......% 0,1 0,1 — ; , yl . 
Co-Ferment. ....... 0,1 a 0,1 01 01 071 lehydric 
m/40-Isocitronensaures Na . | 0,4 0,4 0,4 — 0,4 — §lkohol 
m/20-Citronensaures Na . . | — 3 — — - O4fsure t 

OR a ae eee eg - | O12 | 01 | 0,4 = — Be ej 
m/20-sek. Kaliumphosphat .| — | — — — 0,5 — p> em 
Entfarbungszeit in Minuten. | 3 | 12 | 26 | 240 | 240 | 6 FeUre 
lethyle 
Praparate. \pfelsiu 


lusatz 1 
ine stal 
orherig 
lbe Fe 
ark be: 


Dehydrase: Darstellung nach T. Thunberg, a.a.QO. durch Ve 
reiben geschilter Gurkensamen (Ernte 1933) mit einer m/20-sek. Kaliun 
phosphatlésung. Der Extrakt wurde 20 Minuten lang auf einer wasse 
gekiihlten Zentrifuge mit 15000 Umdrehungen in der Minute zentrifugie 
die wiBrige Mittelschicht herauspipettiert und fiir die Versuche verwende 
Die klareren, scharf zentrifugierten Lisungen sind wirksamer als mit g¢ 
ringerer Tourenzahl abgeschleuderte. 

Flavinenzym: 10°/,ige Lésung eines nach der Chloroformmetho 
gereinigten Priparates aus Hefe”). Enzy 

Co-Ferment: Darstellung aus Pferdeblut nach der von O.Warbur 
und W. Christian*) fiir ,,Co-Ferment I“ angegebenen Vorschrift (,,Pri®, A nsatz 
parat A“). Die fiir die Versuche angewandte Lésung enthielt 20 mg Co-Fe 
ment I in 40 ccm dest. H,O gelést. Vv 

Rac. Isocitronenséure: Synthese nach R. Fittig und H. E. Miller}-———— 
aus Bernsteinsiiure und Chloralhydrat. Umkrystallisation aus Essigester nach. -.ensa: 
E. K. Nelson (a. a. O.). Die wasserfreie Siure schmolz unter Lactonisierut 1/20-Gly« 








unscharf bei 130°. avinenz 
a o-Ferme 

!) E. K. Nelson, J. Amer. Chem. Soc. 47, 568 (1925); 52, 2929 (1930—f,0 . . 
F. Bruce, ebenda 57, 1725 (1935). y15-prim 


2) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933); mod&ntfirbur 
fizierte Darstellung nach Th. Wagner-Jauregg, E.F.Méller u. H.Raueg — 





Diese Z. 231, 55 (19385). )B 
2) _ 


*) Liebigs Ann. 257, 47 (1889). 








Uber die enzymatische Dehydrierung 
der Glycerinphosphorsdure. 


Von 


Th. Wagner-Jauregg und H. Rauen. 





jus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1935.) 

spha 
cen Phosphatextrakte von Gurkensamen (Cucumis sativa) 
—fthalten, wie T. Thunberg') fand, eine Reihe von Dehydro- 
0,5 fenasen; am kriftigsten wird von diesen Enzympriparaten die 
Me lehydrierung der Citronensiure, Apfelsiure und des Athyl- 
— §lkohols katalysiert, als nichstwirksame Substrate werden Fumar- 
04 Riure und Glycerinphosphorsiure angegeben. Wir zeigten, 
_ [2B ein ausgezeichnetes Substrat auch Fructose-6-phosphor- 

iure (Neubergester) ist und daf die anaerobe Dehydrierung 
[ethylenblau) sowohl dieser Substanz, wie auch der Citronensiure, 
ipfelsiure und des Alkohols durch Gurkensamenextrakte bei 
yogusatz von gelbem Ferment (Flavinenzym) und Co-Ferment 
liumine starke Steigerung erfihrt?). Die Fumarsiure wird wohl nach 
sseforheriger Hydratisierung zu Apfelsiiture dehydriert. DaB das 
sich Ihe Hivnent auch die Dehydrierung der Glycerinphosphorsdure 


nd ark beschleunigt, soll in dieser Arbeit gezeigt werden. 
or 










Tabelle L. 
Enzymatische Dehydrierung der Glycerinphosphorsiure 
durch Methylenblau, 37°. 


e Ansatz: 0,25 ecm eee 1:5000; 0,3 cem m/2-sek. reece Sm 


hod 






































Versuch Nummer 1 2 3 4 5 6 
er = ——— A —— = 
n’Ghurkensamendehydrase .. . 05 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 
ru /20-Glycerinphosphorsaures Na 0,4 | 0,4 | 04 | 0,4 -- 0,4 

avinenzym (1:8 verdiinnt) . . 0,4 | 0,4 — 0,4 0,4 

o-Ferment (1:8 verdiinnt). . . 0,2 -- 0,2 = 0,2 0,2 
8 5 a oe <a — | 0,2 | 0,4 | 0,6 - 

1/15-prim. K-Phosphat. . .. . a — ~- --- a 
od@ntfirbungszeit in Minuten. . . . | 12 | 60 2 | > 180 | > > 180 | > 180 





le ——. 


1) Biochem. Z. 206, 109 (1929). 
*) Th. Wagner-Jauregg u. H. Rauen, Diese Z. 233, 215 (1935). 
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Zur Darstellung einer méglichst flavinarmen Glycerophosphat. 


dehydrase ist die Extraktion der Gurkensamen mit einer Lisund 
von primiirem Kaliumphosphat gecigneter als mit dem bisha— 
angewandten sekundiren Phosphat, weil durch das saure Extrak.§ 
tionsmittel weniger Flavinenzym aus den Samen herausgelist wird} 


Tab. I gibt Versuche mit einem derartigen Priiparat wieder. 


Die starke Herabsetzung der Entfirbungszeit von iiber 18/f 
(Versuch Nr. 4) auf 12 Minuten (Versuch Nr. 2) nach Zusatz vo 
gelbem Ferment zeigt deutlich die Wirkung dieses Aktivators § 
kurze Zeit auf 100° erhitzte Flavinenzymlésungen sind unwirksan,— 
Die Wirkung des Flavinenzyms lift sich noch steigern durcif 


gleichzeitige Co-Fermentzugabe (7 Minuten, Versuch Nr. 1), wiihren( 
Co-Ferment allein die Methylenblaureduktion viel weniger be. 
schleunigt (60 Minuten, Versuch Nr. 8). 


Den Einflu8 wechselnder Mengen von Flavinenzym und yon Co-Ferment 
auf die Geschwindigkeit der Dehydrierung zeigt Tab. II. 


Tabelle I. 


Abhingigkeit der Entfirbungszeiten 
von der Menge zugesetzten Flavinenzyms und Co-Ferments. 
a) Je Ansatz: 0,5 com Gurkensamenextrakt; 0,4 cem m/20-glycerinphosphor- 
saures Na; 0,25 ccm Methylenblau 1:5000; 0,2 cem 0,87°/,iges K,HPO,.: 
mit Flavinenzymlésung auf 1,75 ccm aufgefillt. 37°. 


Zugesetzt y-Lactoflavin . ‘ . ‘ P 
(als Flavinenzym) , sia a -”" - “ie 4} 
Entfirbungszeit in Minuten 34 15 12 7 6 10 14 


b) Je Ansatz: 0,5 cem 30 Minuten bei 0° gegen destilliertes H,O in Kollodium- 

hiilsen dialysierter Gurkensamenextrakt; 0,4 cem m/20-glycerinphosphor- 

saures Na; 0,4cecm Flavinenzymldsung (1:8 verdiinnt); 0,25 ecm Methylen- 

blau 1: 5000; 0,3 cem m/2-sek. Na-Phosphat; mit Co-Fermentlésung (un- 
verdiinnt) und H,O auf 2,35 cem aufgefiillt. 

ccm Co-Fermentlésung . . 0 0,012 0,025 0,05 0,1 0,2 

Entfirbungszeit in Minuten 22 16 13 12 10 7 


Die Versuche der Tab. Ila besitzen ein Minimum der Entfirbungszeit 
bei einer mittleren Konzentration von Flavinenzym. Wahrscheinlich war 
in dem Flavinenzympriparat neben dem wirksamen gelben Ferment noch 
ein Hemmungsstoff vorhanden, der sich in héherer Konzentration bemerk- 
bar machte. 

Blausiure hat auch in grofen Konzentrationen keinen 
Hinflu8 auf die Geschwindigkeit der Dehydrierung der Glycerin- 
phosphorsiure durch Methylenblau im System: Gurkensamenextrakt 
(Dehydrase)—Flavinenzym—Coferment (Versuche mit m/5000 bis 
m/100-KCN-Konzentration). 








phat. 
Sune 1 
ishe he 


trak. 
Wl rd 


1Sif 


- VOL 
tors: 


‘Sam, & 
urcl & 


rend 
be. 


ment 





Uber die enzymatische Dehydrierung der Glycerinphosphorsiiure. 2385 


Die reaktionsbeschleunigende Wirkung des gelben Ferments 
bei der enzymatischen Dehydrierung kommt hier, wie in anderen 
Fallen, ohne Zweifel in der Weise zustande, daB dieser reversibel 
reduzierbare Farbstoft als Wasserstoffzwischenacceptor die Wasser- 
stoffiibertragung vom Substrat auf den Acceptor, in obigen Ver- 
suchen Methylenblau, vermittelt. 

Die Dehydrierung der e«-Glycerinphosphorsaure durch 
den natiirlichen Wasserstoffacceptor Brenztraubensdure, wobei Milch- 
siure entsteht?): 


CH,0-PO,H,-CHOH-CH,OH + CH,-CO-COOH + H,0 
= 2CH,-CHOH-COOH + H,PO, 


stellt nach Meyerhof und nach Embden einen wichtigen Teil- 
prozeB der Glykolyse dar. Wir sind damit beschiftigt, fest- 
zustellen, ob auch diese Reaktion durch gelbes Ferment beein- 
fHuBt wird. 


Praparate. 


Gurkensamenextrakt (Glycerophosphatdehydrase). 4 g geschiilte 
Gurkensamen (Ernte 1933) wurden in der Porzellanschale zerdriickt und 
mit 20 cem m/15-prim. Kaliumphosphat unter 6fterem Zerreiben ‘'/, Stunde 
extrahiert, dann 15 Minuten lang mit 15000 Umdrehungen in der Minute 
zentrifugiert und das fast wasserklare Zentrifugat fiir die Versuche verwendet. 

Flavinenzym und Co-Ferment. Darstellung der Priiparate und 
Konzentration der Lésungen wie in der voranstehenden Arbeit angegeben*). 
Fiir die Versuche der Tab. I wurden die beiden Liésungen 1:8 mit destil- 
liertem Wasser verdiinnt. 

Glycerinphosphorsaures Natrium. Es wurde kiufliches Calcium- 
salz (Schering-Kahlbaum) mit Natriumoxalatlésung umgesetzt. Eine 
konzentrierte waBrige Lésung des Calciumsalzes gab mit einer heib gesittigten 
Bariumnitratlésung nach P. Karrer und Salomon’) versetzt beim Stehen 
einen geringen Niederschlag. Das Priparat enthielt nach den Angaben der 
Herstellerfirma ungefiihr 65°/, «-Glycerinphosphorsdure neben 35°/, 6-Siure. 


1) O. Meyerhof u. W. Kiessling, Biochem. Z. 264, 40 (1933). 
*} Th. Wagner-Jauregg u. H. Rauen, Diese Z. 237, 227 (1935). 
) Helvet. chim. Acta 9, 3 (1926). 
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Die Konstitution des (6-Ergostenols. 


Von 


F. Laucht. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universititslaboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1935.) 


Das Ergosterin ist in seiner Konstitution, insbesondere was 
die Lage der beiden Kerndoppelbindungen anbelangt, von Windaus, 
Inhoffen und v. Reichel?) geklirt worden. Danach liegen die 
beiden Kerndoppelbindungen im Ring B zwischen den Kohlenstoff- 
atomen 5, 6 und 7, 8 (Formel I). Teilweise noch ungeklirt sind 
jedoch die Vorgiinge, die sich bei der stufenweisen Hydrierung 
des Ergosterins abspielen, sowie die zahlreichen Umlagerungen 
des Ergosterins und seiner Hydriecrungsprodukte. 

Hydriert man das Ergosterin mit Natrium und Alkohol oder 
katalytisch mit Palladium und Wasserstoff in Ather?), so nimmt 
es zunichst ein Mol Wasserstoff auf und geht in das als «-Di- 
hydroergosterin bezeichnete Produkt iiber, das noch die Doppel- 
bindung in der Seitenkette zwischen den Kohlenstoffatomen 22 
und 23 enthilt’). Bei der weiteren Hydrierung mit Palladium 
(Platin) und Wasserstoff verschwindet die Doppelbindung in der 
Seitenkette; das entstandene Produkt, «-Ergostenol, enthilt noch 
eine Doppelbindung im Kern, die sich nicht hydrieren liBt*). 

Windaus und Liittringhaus®) haben durch Kinwirkung 
von Benzopersiiure auf «-Ergostenol versucht, die Lage der Doppel- 
bindung ausfindig zu machen. Das zu erwartende Ergostantriol 
spaltet jedoch spontan 2 Mole Wasser ab und geht in Dehydro- 
ergostenol tiber. Dieses ist isomer mit dem 22-Dihydroergosterin 
von Windaus und Langer”), aus welchem es sich auch durch Ein- 
wirkung von gasférmiger Salzsiiure bildet. Auch aus f-Ergostenol 
und Benzopersiiure entsteht Dehydroergostenol’). Ich habe nun 
versucht, durch Einwirkung von Ozon auf e«-Ergostenol die Lage 
der Doppelbindung zu klaren. Suspendiert man «-Ergostenol- 

acetat in Kisessig und behandelt mit Ozon, so geht der Stoff bald 
in Lésung; «-Ergostenol wird also von Ozon angegriffen. Nach 
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* 
‘ 


| der reduktiven Aufspaltung und nach Abtrennung geringer Mengen 
' saurer Teile konnte ich im Neutralteil kein a-Ergostenolacetat mehr 


jsolieren, wohl aber einen Stoff vom Schmelzp. 120°, dessen Ana- 


: lysenzahlen auf Dehydroergostenol-acetat paBten. Nach 5maligem 


Umkrystallisieren aus Aceton—Methanol war der Schmelzpunkt auf 


| 132° gestiegen, die Drehung betrug — 56,1°; aus den Mutter- 
_laugen krystallisierte ein zweiter Stoff vom Schmelzpunkt 114 
| bis 116°, Drehung — 81,0°. Das erhaltene Dehydroergostenol 


hesteht also aus einem Gemisch von mindestens zwei verschiedenen 
Isomeren, ebenso wie auch aus @-Ergostenol und Benzopersiure 


 junichst ein nicht einheitliches Produkt entsteht. Abbauprodukte 
| des a-Ergostenols konnte ich leider nicht fassen, das Ozon hat 
' nur dehydrierend gewirkt. 


Kin Beweis fiir die Lage der Doppelbindung im a-Ergostenol 


| ist also bis jetzt noch nicht erbracht worden. Wegen ihrer In- 
| differenz gegen Wasserstoff und Platin nimmt man an, daB sie 
| zwischen zwei quartaren Kohlenstoffatomen liegt, also von 8 nach 9 
| oder von 8 nach 148), Der Verlauf der Hydrierung vom Ergo- 


sterin zum «-Ergostenol liBt sich durch die Formel I, II, Il 


_ wiedergeben. 


Beim Ubergang des Ergosterins in «-Dihydroergosterin muB 


demnach die Verschiebung einer Doppelbindung stattfinden. Eine © 
| solche Umlagerung wurde von Windaus und Langer’) bei der 
_ Hydrierung des 22-Dihydroergosterins (Formel IV) beobachtet. 
' Behandelt man letzteres mit Natrium und Alkohol, so entsteht 
| ein als y-Ergostenol bezeichneter Stoff, der sich unter dem Kin- 
| fluB von wasserstoffhaltigem Palladium in «-Ergostenol umlagert. 
| Nimmt man an, da& Wasserstoff ebenso wie Benzopersiure in 
1,2-Stellung der konjugierten Doppelbindungen angreift, so besitzt 
| das y-Ergostenol eine Doppelbindung zwischen den Kohlenstoff- 

atomen 7 und 8 (Formel V). Die Umlagerung von y- in a@-Ergo- 
 stenol ist dem Ubergang von f- in «@-Pinen analog. Bei der 
| katalytischen Hydrierung des 22-Dihydroergosterins entsteht 
direkt a-Ergostenol. Bemerkenswert ist daher, daB8 bei der Hydrie- 
_ rung des Ergosterins mit Natrium und Alkohol ein dem y-Ergo- 
_ stenol entsprechendes Zwischenprodukt nicht gefaBt werden kann, 
| Natrium und Alkohol wirken hier nicht nur hydrierend, sondern 
' auch umlagernd. Ein Analogon hierzu ist die Hydrierung des 


9,10-Dihydrophenanthrens zum 1,2,3,4-Tetrahydrophenanthren mit 


 Natriumn und Amylalkohol, wobei ebenfalls Wanderung einer Doppel- 


hindung bzw. zweier Wasserstoffatome stattfindet®). 
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Reindel, Walter und Rauch?) haben gefunden, daB a-Ergo- 
stenol beim Behandeln mit Salzsiure in das isomere f-Ergostenol 
iibergeht. Die Umwandlung ist jedoch nur eine teilweise*); nach 
Heilbron und Wilkinson!) kann die Trennung des Gemisches 
iiber die Benzoesiureester erfolgen. Heyl, Hart und Emerson??) 
haben noch eine Reihe weiterer Ester vom «- und #-Ergostenol 
auf ihre Léslichkeit untersucht und gefunden, daB die p-Nitro- 
benzoesiiureester den gréBten Unterschied hierin aufweisen. Bei 
der Umlagerung des «-Ergostenols in f-Ergostenol findet eine 
Wanderung der Doppelbindung statt; denn im Gegensatz zum 
a-Ergostenol laBt sich das f-Ergostenol leicht zum gesittigten 
Ergostanol hydrieren. 

Die Lage der Doppelbindung im f-Ergostenol ist von Achter- 
mann®) ausfindig gemacht worden. Bei der Ozonisation des 
8-Ergostenolacetats und dem nachfolgenden Erhitzen der neutralen 
Ozonisationsprodukte entsteht ein krystallisierter Stoff vom Schmelz- 
punkt 142°, an dem eine Acetyl- und eine Ketogruppe nachweisbar 
sind. Auf Grund der Analysenzahlen besitzt er die Zusammen- 
setzung C,,H,,0,; der Ketoalkohol C,,H,,O, kann nur noch die 
Ringe A, B und C des Sterinskeletts nebst der Hydroxylgruppe 
und den beiden Methylgruppen enthalten. Ring D muB bei der 
Ozonspaltung aufgegangen sein, wobei die Ketogruppe entstanden 
ist. Beim Erhitzen miissen auBerdem 12 Kohlenstoffatome ab- 
gespalten worden sein. Dies ist nur verstindlich unter der An- 
nahme, daB die Doppelbindung im f-Ergostenol zwischen den 
Kohlenstoffatomen 14 und 15 legt (Formel VI). 

Die Richtigkeit dieser Annahme konnte ich nunmehr mit 
Sicherheit beweisen. Ich habe den Ketcalkohol mit Selen dehydriert 
und hierbei einen bekannten Stoff, das 2-Methylphenanthren, er- 
halten. Das Dehydrierungsprodukt stimmte im Schmelzpunkt sowie 
in den Analysenzahlen mit synthetischem 2-Methylphenanthren 
iiberein; im Mischschmelzpunkt zeigte sich keine Depression”). 
Weiterhin ist es mir gelungen, das zweite Spaltstiick von 12 Kohlen- 
stoffatomen aufzufinden. Aus dem ErhitzungsprozeB konnte ich 
mit Hilfe der Wasserdampfdestillation ein Ol isolieren, das ammo- 
niakalische Silbersalzlésung reduzierte und mit Semicarbazidacetat 
einen krystallisierten Stoff vom Schmelzp. 125—131° lieferte. Die 
Analyse des Semicarbazons paBt auf C,,H,,ON,, wodurch gezeigt 
ist, daB ein Aldehyd von 12 Kohlenstoffatomen vorliegt, der wahr- 


*) Eine Probe synthetischen 2-Methylphenanthrens verdanke ich der 
Freundlichkeit von Herrn Prof. R. D. Haworth. 
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scheinlich eine Doppelbindung in Konjugation zur Aldehydgruppe 


enthalt. Der Stoff ist nicht weiter untersucht worden. 


Ks ist 


durchaus verstindlich, daB die Spaltung zwischen den Kohlenstoft. 
atomen 13 und 17 unter Entstehung einer neuen Doppelbindung 
erfolgen kann, wobei ein Wasserstoffatom von 16 nach 13 wandert. 
Der Abbau des f-Ergostenols liiBt sich dann wie folgt ver. 


anschaulichen: 

CH, 

| 

CH——CH, 

CH, | | 
NIN,  CH,—CH—CH, 
CH, | | | 
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CH,» COO VI £-Ergostenolacetat. 
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X 2-Methylphenanthren. 


Die Entstehung des 2-Methylphenanthrens zeigt in anschau- 
licher Weise, daB die Methylgruppe zwischen den Ringen C und D 
des Sterinskeletts am Kohlenstoffatom 13 haftet. Zwar haben 
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: Haworth, Mavin und Sheldrick?’) die Beobachtung gemacht, 


daB auch Methylgruppen, die an sekundiren Kohlenstoffatomen 
stehen, zur Wanderung bei der Selendehydrierung befihigt sein 
kénnen, weshalb die letztere Methode bei Konstitutionsbestim- 
mungen nur mit groBer Vorsicht zu verwenden ist. Jedoch be- 
stehen iiber die Stellung der Methylgruppe insofern keine Zweifel 
mehr, als Wieland und Dane") bereits bewiesen haben, daB 
sie am Kohlenstoffatom 13 haftet; der vorliegende Abbau kann 
daher als eine gute Bestatigung hierfiir angesehen werden. Auch 
die Arbeiten von Cook und Linstead!*), Cohen, Cook und 
Hewett}®) stehen hiermit in bester Ubereinstimmung, nicht da- 
gegen die SchluBfolgerungen von Vanghelovici?’), der auf Grund 
der genetischen Beziehungen zwischen Squalen und Cholesterin das 
Kohlenstoffatom 14 als Haftstelle fiir die Methylgruppe ansieht. 

Div Lage der Doppelbindung im f-Ergostenol konnte ich 
auch noch auf einem anderen Wege beweisen. Aus den sauren 
Anteilen der Ozonisierung erhielt ich bei der Destillation im Hoch- 
vakuum einen krystallisierten Stoff vom Schmelzp. 144°, der mit 
dem Ketoalkoholacetat von Achtermann im Mischschmelzpunkt 
eine starke Depression gibt. Die Analysenzahlen passen auf die 
Formel C,,H,,0,. Es stellte sich heraus, daB in dem Stoff ein 
Enollacton der Formel XII vorliegt, was durch folgende Reaktionen 
bewiesen wird. Der Stoff ist unléslich in wiBrigem Alkali; er lést 
sich in methylalkoholischer Kalilauge, fallt jedoch beim Anspritzen 
mit Wasser wieder aus. Erst nach laingerem Kochen wird er 
wasserléslich, der Lactonring ist also nicht leicht aufspaltbar. 
Versetzt man die waBrig-alkoholische Lésung des Alkalisalzes mit 
Mineralsiure, so erhalt man die freie Siure XIII, die nicht zur 
Krystallisation zu bringen war. Beim Behandeln mit Diazomethan 
entsteht daraus ein Methylester, der unscharf bei 51° schmilzt; 
seine Analyse bestitigt die zu erwartende Formel C,,H,,0,. Der 
Methylester gibt beim Kochen mit Essigsiureanhydrid ein gut 
krystallisiertes Acetat vom Schmelzp. 124°. Die Analyse dieses 
Stoffes paBt auf die Formel C,,H,,0,; das hieraus berechnete 
Molekulargewicht wird durch eine Methoxylbestimmung bestitigt. 
Die Bildung des Enollactons kann man sich durch Wasserabspal- 
tung aus der Saéure C,,H,,O, (Formel XI) erkliiren, die wohl in 
den sauren Anteilen des Ozonisationsproduktes enthalten ist. Die 
strukturellen Voraussetzungen fiir die Bildung von Enollactonen 
aus Ketosiuren sind in einer Arbeit von Windaus und Bohne?) 
behandelt worden. Danach muB die Ketosiure XI folgende drei 
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Merkmale aufweisen: 1. die Ketogruppe muB in y- oder 0-Stellung 
gur Carboxylgruppe stehen, 2. an einem der Ketogruppe benach- 
barten Koblenstoffatom mu8 sich Wasserstoff befinden, 3. die Keto- 
gruppe und das die carboxylhaltige Seitenkette tragende Kohlen- 
stoffatom miissen im Ring benachbart stehen. «-Ketosiiuren, die 
jn @-Stellung zur Carbonylgruppe eine Methylengruppe haben, 
yerhalten sich beim Erhitzen anders, sie spalten in innermole- 


'kularer Perkinscher Reaktion Wasser und dann Kohlensiure 
ab unter Bildung von ungesittigten Kohlenwasserstoffen)®), Es 


jst somit bewiesen, daB die Doppelbindung im 6-Ergostenol im 
Fiinfring liegt und von der Verkniipfungsstelle zweier Ringe aus 
gehen mub, Hierfiir kommen nur die Kohlenstoffatome 14 und 15 


in Frage (vgl. S. 242). 


Nimmt man an, daf die Doppelbindung im «a-Ergostenol 


zwischen den Kohlenstoffatomen 8 und 14 liegt, so wiirde sich 
‘beim Ubergang in f-Ergostenol die Doppelbindung nur um eine 


Stelle verschieben, was man durch Anlagerung und Wieder- 
abspaltung von HCl erkliren kénnte, analog dem Ubergang von 


Cholesterin in Allocholesterin. Hierbei ist die Existenz eines 


Zwischenproduktes ausgeschlossen. DaB bei der Isomerisierung 


| mit Salzsiure die Doppelbindungen auch um mehr Stellen ver- 


schoben werden kénnen, zeigt der Ubergang von Ergosterin in 
Ergosterin B,; die Doppelbindungen des letzteren liegen wahr- 


| scheinlich zwischen 7,8 und 14, 15, da Maleinsiure leicht addiert, 
| aber nicht wieder abgespalten wird. Fiir die Lage der Doppel- 
| bindungen im Ergosterin B, und B, sind bis jetzt noch keine 


weiteren Anhaltspunkte vorhanden, als daB sie konjugiert sind 


und in zwei verschiedenen Ringen liegen. 


Unter den Sterinen gibt es noch weitere [somere vom Typus 


| des g@- und #-Ergostenols. So wird die nicht hydrierbare Apo- 
 cholsiure mit Salzsiure in die leicht hydrierbare 3,7-Dioxycholen- 


siure umgelagert”’), Dasselbe Verhalten zeigen «- und #-Di- 


_ hydro-zymosterin?!), Es ist sehr wahrscheinlich, daB die Doppel- 


bindungen in diesen Stoffen an denselben Stellen wie im e@- bzw. 
§-Ergostenol liegen. 

Herrn Prof. Windaus bin ich fiir die Leitung und Unter- 
stiitzung meiner Arbeit zu stetem Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 


1. Ozonisierung von a-Ergostenol. 10 g «-Ergostenolacetat wurden 
in 350 cem Ejisessig suspendiert und etwa 18 Stunden lang mit Ozon be- 
handelt; nach der Hiilfte dieser Zeit war die Substanz in Lisung gegangen. 
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Die Zersetzung des Ozonids erfolgte durch Zugabe von 25 g Zinkstaub 2 


Lésung und Iistiindiges Erwiirmen auf dem Wasserbad. Nach dem Abf 
filtrieren des tiberschiissigen Zinkstaubs wurde der Eisessig im Vakuwf 
abgedampft, der Riickstand in Ather aufgenommen und mit 10°/,iger Naf 


tronlauge in saure und neutrale Anteile getrennt. Die dtherische Lésuy; 


wurde gewaschen, getrocknet, das Lisungsmittel verdampft. Der Neutralf 


teil wog 10,3 g. Er wurde in 50 ccm Alkohol gelést. Nach mehrtigige, 


Stehen im Eisschrank hatte sich ein Stoff abgeschieden, der abfiltriert unif 


aus Alkohol umkrystallisiert wurde. Er bildet Blattchen vom Schmel. 
punkt 120°. 


4,698 mg Subst.: 14,0835 mg CO,, 4,610 mg H,0. 


C,H,.0, Ber. © 81,75 H 10,99 
Gef. ,, 81,48 10,98. 
29,6 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, «*! = — 0,94°. 
[o]21 = — 63,5° 


Der Stoff ist leicht léslich in Aceton, Ather, Chloroform, schwere 
léslich in Methanol. Er wurde 5mal aus Aceton-Methanol umkrystallisiert 
der Schmelzpunkt stieg dabei auf 132° (unscharf). 


34,2 mg Subst., 2cem Chloroform, / = 1 dm, a*! = — 0,96°. 
[o]2! = — 56,1°. 


Aus den Mutterlaugen krystallisierte ein zweiter Stoff vom Schmelz § 


punkt 114—116°. 
24,7 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, «?! = — 1,00°. 
[o]2! =— 81,0°. 
Beim Behandeln mit HCl in Chloroform wird das Gemisch der isv: 


meren Dehydroergostenole nicht verindert. 
Die Alkalisalzlésung der sauren Anteile wurde mit Salzsiure kongo- 


sauer gemacht und ausgeithert; die iitherische Lésung wurde mit Wasser & 


gewaschen, getrocknet, der Ather verdampft. Der Riickstand wog 1,5 ¢, 
er wurde im Hochvakuum bei 220° destilliert. Es ging dabei ein dickes, 
braunes Ol iiber, das nicht krystallisierte. 


2. Ozonisierung von f-Ergostenol. 10 g 6-Ergostenol-acetat wurden F 


nach den Angaben von Achtermann (wie «-Ergostenol vgl. oben) ozonisiert. 
Der Neutralteil wurde jedoch in einem Ansatz 8 Stunden auf 200° erhitzt 
bei einem Druck von 11 mm. Hierbei destillierte ein hellgelb gefirbtes 0! 
iiber, das bereits geringe Mengen des Ketoalkoholacetats enthielt. In dieses 
Ol wurde Wasserdampf eingeleitet. Im Destillat befand sich ein farbloses 
Ol, das mit Ather vom Wasser getrennt wurde. Das so gewonnene 0) 
reduzierte ammoniakalische Silbersalzlésung. Es wurde mit Semicarbazid- 
acetat in Methanol 2 Stunden am Riickflu8 gekocht. Die Lésung wurde 
mit Wasser angespritzt, das ausgefallene Material aus Methanol umkrystalli- 
siert. Schmelzp. 125—131°, etwas unscharf. Kleine Nadeln. 


2,981 mg Subst.: 6,95 mg CO,, 2,70mg H,O. — 2,377 mg Subst.: 
0,359 cem N, (21°, 738 mm). 
C,,H,;N,O Ber. C 65,21 H 10,58 N 17,57 
Gef. ,, 65,56 5, 10,45 » ite. 
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Der Riickstand der erhitzten Neutralteile wurde im Hochvakuum bei 
120° und 10~* mm destilliert. In der Vorlage schieden sich Krystalle ab, 
‘die 2mal aus Methanol umkrystallisiert wurden; Schmelzp. 142°, wie von 
Achtermann angegeben ist. Der Riickstand der Hochvakuumdestillation 
wurde erneut in der oben angegebenen Weise erhitzt und destilliert, bis 


‘nichts mehr iiberging. Oft konnte noch nach einer dritten thermischen 


Behandlung eine kleine Menge des Ketoalkoholacetats gewonnen werden. 
Die Gesamtausbeute an diesem Stoft betrug etwa 5°/,. 

Die wiBrige Loésung, die die sauren Anteile der Ozonisation als 
Alkalisalz enthielt, wurde mit Salzsiure versetzt. Hierbei schied sich eine 
halbfeste Masse ab, die abfiltriert und getrocknet wurde. Alsdann wurde 
sie im Hochvakuum destilliert, bei 220° schied sich in der Vorlage ein 
gelb gefiirbtes Ol ab, das beim Anspritzen mit Aceton krystallisierte. Der 
Stoff wurde mehrmals aus Methanol umkrystallisiert und zuletzt in feinen, 
zu Biischeln vereinigten Nadeln erhalten, die bei 144° scharf schmolzen. 
Eine Probe mit dem Ketoalkohol gemischt ergab einen Schmelzpunkt von 
115—120°. 


4,749, 4,981 mg Subst.: 13,235, 13,935 mg CO,, 4,310, 4,510 mg H,O. 


CO, ,H,,0, Ber. C 76,21 H 10,24 
Gef. ,, 76,10, 76,30  ,, 10,15, 1013. 


27,7 mg Subst., 2 cem Chloroform, 7 = 1 dm, «?! = + 1,28°, 
[a]?! = + 92,5° 


Der Stoff wurde mit methylalkoholischer Kalilauge auf dem Wasser- 
bad am Riickflu8 1 Stunde gekocht, die Lésung mit Wasser und verdiinnter 
Salzsiiure versetzt. Die entstandene Siure wurde in Ather aufgenommen, 
die iitherische Lésung getrocknet und verdampft. Der Riickstand krystalli- 
sierte nicht. Er wurde wieder in Ather gelést und mit atherischer Diazo- 
methanlésung iibergossen. Die Liésung wurde eingedampft, der Riickstand 
in Methanol gelést und im Eisschrank stehen gelassen. Die Krystalle 
wurden abfiltriert und aus Methanol umkrystallisiert. Der Methylester 
bildet Nadeln, die bei 51° unscharf schmelzen. 


2,854 mg Subst.: 7,860 mg CO,, 2,850 mg H,0. 


C..H,.9, Ber. © 75,26 H 10,90 
Gef. ,, 75,13 » AT. 
13,0 mg Subst., 2cem Chloroform, 7 = 1 dm, a*! =— 0,16°. 
[a]21 =— 24,6°. 


Der Methylester wurde mit Essigsiureanhydrid itibergossen und 
2Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Die Liésung wurde noch warm 
mit Wasser vorsichtig angespritzt. Die Krystalle wurden abgesaugt und 
aus Methanol umkrystallisiert. Der Acetatmethylester bildet Blittchen vom 
Schmelzp. 124° 

5,191 mg Subst.: 14,065 mg CO,, 4,700 mg H,O. — 3,482 mg Subst.: 
1,590 mg AgJ. 


C,,H..0; Ber. C 73,75 H 10,39 OH,CO 6,15 
Gef. ., 73,90  ,, 10,18 » 6,08. 
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14,0 mg Subst., 2 ccm Chloroform, / = 1 dm, a?! = + 0,10°. 
[o]3! =+ 14,3°. 


3. Selendehydrierung des Ketoalkoholacetats. 500 mg wurdef 


mit 1g Selen vermischt und in einem hochevakuierten Rohr 25 Stunde) 
auf 320° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde mit Ather herausgelést, ¢ 
bildet ein blau fluorescierendes Ol. Bei seiner Destillation ging bj 
150°/11 mm ein farbloses Ol iiber, das nicht krystallisierte. Die Fraktio, 
von 150—170° krystallisiert nach lingerem Stehen. Nach 2maligem Un. 
krystallisieren aus Methanol erhilt man 16 mg 2-Methylphenanthren yon 


Schmelzp. 53°, im Mischschmelzpunkt mit synthetischem 2-Methylphenan. 


thren (der Schmelzpunkt dieser Probe betrug ebenfalls 53°) zeigte sich 
keine Depression. 


2,778 mg Subst.: 9,55 mg CO,, 1,55 mg H,0O. 


C,5His Ber. C 93,75 H 6,25 
Gef. ,, 93,76 ,, 6,24. 
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Orientierende Daten iiber die Zusammensetzung 
der Gallertmasse von Rhizostoma Cuvieri. 


Von 


R. Zeynek und A. Dimter. 


Seinem lieben Kollegen A. Ghon zum 70. Geburtstag 
gewidmet von R. Zeynek. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1935.) 


Die Quallengallerte ist wohl das verdiinnteste, fast homogen 
erscheinende Substrat von Lebewesen, welches als lebendes Gewebe 


' anzusehen ist. Verglichen in seiner Resistenz mit gelatinierten 
| Leimlésungen (oder geronnenem Fibrin im Blutkuchen) ist diese 
 Gallerte trotz geringerem Gehalt an organischen Substanzen bei 


weitem resistenter. DaB diese Eigenschaft auf KiweiB- oder 
eiweiBihnliche Koérper zuriickzufiihren ist, wird seit jeher an- 
genommen. 

Beim Liegen an der Luft zerflieBt die Gallerte zum gréBten 


| Teil; diese Konsistenzinderung kann sich sehr rasch vollziehen, 
_ etwa wie das Diinnfliissigwerden viscéser Mucinlésungen. 


Bemerkenswert ist die Erhéhung der Resistenz durch Kin- 
bringen der Gallertmasse in verdiinnte Formollésung. Wird die 
durch Formol gehirtete, etwa in Wiirfel geschnittene Masse 
mit Wasser gekocht, so erfolgt unter Auslaugung rasch eine 
Schrumpfung auf ungefihr '/,, des urspriinglichen Gewichts. 
Ohne den Formolzusatz gekocht, geht die Gallerte in Lésung, 
wgelist bleiben ganz oder zum gréBten Teil hitzecoagulable 
KiweiBkérper des Epithels, Endothels u. dergl. Diese ungelésten 
KiweiBfetzen quellen auf Laugenzusatz auf und gehen beim 
Kochen mit Lauge (10°/,) vollkommen in Lisung; ebenso die 
direkt mit Lauge gekochte Quallengallerte. Dadurch unter- 
scheidet sie sich wesentlich (und thnliche Erfahrungen haben wir 
mit der Gallerte anderer Quallen gemacht) von der Substanz des 
= 





| 
| 


248 R. Zeynek und A. Dimter, 





Oriet 
Segels der sog. Qualle, recte Siphonophore, Velella spirans, daf 
mit Lauge gekocht werden kann, ohne seine Form einzubiiBen'|— , 
Wir hatten uns als erste Aufgabe gestellt, die Natur def ee 
organischen Substrates der Rhizostomagallerte zu studieren. Dich Wei 
chemische Untersuchung des Quallengrundgewebes, wie man wollf Fral 
die Gallertmasse bezeichnen darf, bereitet unerwartete Schwierig. Di " 
keiten durch die enorme Menge der vorhandenen Salze gegeniibe § ool 
dem geringen Gehalt an organischen Substanzen”). Aus dem ling 
durch Formol gehirteten Gewebe lassen sich zwar die Salze weit. © volls 
gehend auswaschen, doch war dieses Verfahren am Meer zur Zeit & kleb 
in gréBerem AusmaB nicht durchfiihrbar, auch wire seine An.— slis 
wendung verfriiht gewesen, ehe nicht Erfahrungen vorlagen, in. howe 
wieweit die einzelnen ,,Bausteine‘ nach der Formoleinwirkun §& heks 
sich wiirden gewinnen und charakterisieren lassen. Daher habe: der 
wir uns damit begniigt, die durch vorsichtiges Kindampfen gelisten & 
Umwandlungsprodukte der Gallerte zu isolieren. - 
Es wurden von Rhizostoma Cuvieri die Gallertmassen de & — 
Schirm- und Gastrovascularteiles, méglichst von der Ringmuskel-§ ip 
schicht, vollstindig von den Randlappen und Krausen befreit, §% .;.¢ 
eingedampft (etwa 130kg). Bei ansteigender Konzentration schied & 
sich Calciumsulfat ab. Das EKindampfen wurde unter geringe & krys 
Braunfarbung der Flissigkeit bis zur beginnenden Ausscheidung &% pa, 
von Chiornatrium fortgesetzt; die urspriinglich neutrale Fliissigkeit & sabe 
war alkalisch geworden und wies einen an Muscheln erinnernden& \,, 
Geruch auf. Von den ausgeschiedenen Salzen und den koagulierten & posi 
HKiweiffetzen wurde abfiltriert. Letztere gaben nach dem Kocher & auf 
mit Saiure keine reduzierenden Substanzen. i 4 
Die Entfernung der Salze, von denen besonders Chlormagne- ; gem 
sium lastig ist, wurde durch Elektrolyse im Dreikatamersysten & 
versucht, doch wurde wegen der Oxydationswirkung davon Abstand &  yorh 
genommen. Verschiedene Versuche, durch Zusatz von Barium- % Am 
verbindungen und Natriumcarbonat die Magnesiumsalze zu fallen, —& ‘°h 
gaben nicht den erwarteten Erfolg. So wurde das Filtrat im ce 
luftverdiinnten Raum weiter eingedunstet, wobei noch Calcium- & yoy) 
sulfat und Chlornatrium ausfielen, letzteres hiufig in schénen & holt 
Oktaederkrystallen. Die organischen Substanzen blieben in der & ‘che 
dicklichen Lésung. 
—_—_____— Fal 
1) Henze, Diese Z. 5d, 445, (1908); Haurowitz u. Waelsch, Diese gels 
Z. 161, 300 (1926). und 
*) Zeynek u. Ameseder, Mh. Chem. 34, 597 (1913). stal 
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Nach Weingeistzusatz setzten sich aus dieser Lésung neben 


‘f anorganischen Salzen zihe Massen organischer stickstoffhaltiger 
‘— Substanzen ab. Durch AbgieBen der Mutterlauge und erneuten 
| Weingeistzusatz zu derselben wurden auf diese Weise mehrere 
| Fraktionen erhalten, welche mit Weingeist gewaschen wurden. 
S— Die ersten Fallungen waren dabei in Wasser schwer léslich ge- 
_ worden, sie quollen auf Wasserzusatz betrichtlich auf, erst nach 
_lingerem Stehen, rasch beim Erwirmen auf etwa 45°, trat eine 
| yollstiindige Lésung ein. Konzentriertere, warm bereitete Lisungen 
_ klebten stark und gelatinierten in der Kalte. Dickwandige Becher- 
_ gliser, in welchen solche Gallerten, an der Luft getrocknet, auf- 


bewahrt waren, zeigten nach einiger Zeit das fiir Leimgallerten 


' bekannte Ankleben und die Loslésung von Glaslamellen unter 


er trockenen Masse. 
Spitere Fallungen blieben auch nach lingerem Verweilen 


' unter Weingeist wasserléslich und verhielten sich teils wie Albu- 
'mosen, teils wie Peptone. Einzelne Fraktionen waren auch in 
heiBem Weingeist teilweise léslich und fielen beim Erkalten 
wieder aus. 


Keine dieser Fraktionen war durch weiteres Fraktionieren 


krystallisiert zu gewinnen. Sie waren sdmtlich bei mineralsaurer 
' Reaktion durch Phosphorwolframsiure und durch Gerbsaure fallbar, 
'gaben schéne Biuretreaktion, positive Schwefelbleireaktion, die 
_ Xanthoproteinprobe und die Millonsche Probe waren schwach 
| positiv, die Tryptophanproben undeutlich. In allen Fallen wurde 
auf Zusatz von Atzbaryt schon bei Zimmertemperatur Ammoniak, 
_ in den spiteren (héheren) Fraktionen auch Trimethylamin freis 
| gemacht. 


Da in den Mutterlaugen neben Ammoniak reichlich Trimethylamin 


| vorhanden war, ist es durchaus nicht ausgeschlossen, da8 in den Faillungen 
_ Ammoniak bzw. Trimethylamin nur mitgerissen waren. Die gleiche Un- 
_ sicherheit gilt fiir allmihlich eintretende Baryumsulfatniederschlige nach 
_ Zusatz von Chlorbaryum und Salzsiiure; es war nicht zu entscheiden, ob 
' eine durch Kolloide verursachte Spitfillung aus priformierten Sulfaten 
_ vorlag oder eine Zersetzung leicht zerlegbarer Komplexe. Auch das wieder- 


holte Umfraktionieren der einzelnen Fillungen brachte keine sichere Ent- 


 scheidung. 


Durch Lésen und wiederholtes Fraktionieren der einzelnen 
Fallungen, Eindampfen der Mutterlauge und Fallen der wein- 


-geistigen Liésung mit Ather wurden auch leucinartige Fallungen 


und elementarer Schwefel erhalten. Die letzten Fallungen be- 
standen aus Chlorammon. 








| 
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Durch derartiges Fraktionieren unter Vereinigung von an.} 
scheinend Zugehérigem hatten wir schlieBlich etwa 30 Hinzel. § 
fraktionen. Ihre orientierende Untersuchung zeigte ganz betriicht. § 


liche Differenzen, ohne eine RegelmiBigkeit erkennen zu lassen: 
Asche 0—7°/,, © 839—47%,, H 8—10°/,, N 12—18,79/,, S 17 


bis 12°/,. Die optische Aktivitiit [a], lag zwischen — 22—45°§ 


Aus den leimartigen Proben war durch 8 stiindiges Erhitzen mit 
3°/,iger Salzsiiure keine reduzierende Substanz abgespalten worden: 
bei einzelnen Peptonen wurde nach solcher Behandlung eine 
geringe Reduktion gefunden, auch bei der Osazonprobe wurde 
eine geringe Menge eines gelben krystallinischen Niederschlags 
erhalten; die Ausscheidung sah unter dem Mikroskop ficherformig 
»ziegenbart“ahnlich aus. (Erwihnenswert scheint der beim Faulen 
einzelner Lésungen auftretende an Gerberlohe erinnernde Geruch 
zU sein.) 

Zu den weiteren Hydrolysenversuchen wurden einige Frak- 
tionen miteinander vereinigt. Da aber infolge vielfacher Probe- 
entnahme zu orientierenden Vorversuchen die quantitativen Be- 
stimmungen keinen Uberblick geben kénnen, seien nur folgende 
analytische Ergebnisse der Hydrolysen mitgeteilt. 

Von Aminosiuren priivalieren Leucin und Isoleucin. Nor- 
leucin war nicht auffindbar. Ob der Fund von freiem Leucin 
in der eingedampften Fliissigkeit der Gallertmasse auf ungeahnt 
leicht spaltbare KiweiBkérper zuriickzufiihren ist, oder auf eine 
hydrolytische Wirkung des Chlormagnesiums bei der durch den 
Salzgehalt itiberhaupt erhéhten Siedetemperatur, ist vorderhand 
nicht zu entscheiden. 


Gelatine — Marke Goldetikett — spaltete bei 20stiindigem Kochen 
in einer an Chlornatrium gesittigten, auBerdem 40°/, krystallisiertes Chlor- 
magnesium enthaltenden Lisung, der bis zur lackmusalkalischen Reaktion 
Natriumearbonat zugesetzt worden war, anscheinend keine Aminosiuren ab, 
obwohl die Gelatine stark veriindert worden war: die Fallungen durch 
Weingeist waren wasserlislich und wurden durch Sattigung mit Ammon- 
sulfat nur zum geringen Teil ausgesalzen. 


Mengen, entsprechend etwa 15°/, des Aminocapronsiure- 
gehaltes, wurden von Valin und von Alanin gefunden. Bei den 
Fraktionierungen der Kupfersalze wurden etwas gréBere Mengen 
einer Aminosiure isoliert, welche wir fiir |-Aminobuttersiure halten. 
Glykokoll war nur in geringen Mengen vorhanden, was bei dem 
Leimcharakter der ersten Alkoholfiallungen besonders auffillig 
erschien. Glutaminsiure war durch direktes Auskrystallisieren des 
Chlorhydrates nicht zu gewinnen; nach dem Verfahren von Jones, 
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Brease und Moeller’) wurden etwa 5°/, Glutaminsiure, 3,5°/, 
Asparaginsaure isoliert. Prolin und Oxyprolin waren vorhanden, 
Phenylalanin relativ reichlich, Tyrosin dagegen in sehr geringer 
Menge. 

Cystin war nicht aufzufinden, was uns verwunderte, da in 
allen Fraktionen eine positive Schwefelbleireaktion beobachtet 
worden ist, und da, wie schon erwidhnt, elementarer Schwefel zu 
finden war. 

Die Wahrscheinlichkeit der Zerstérung von urspriinglich vorhandenem 
Cystin ergibt folgender Versuch. 2g Cystin wurden mit 50 ccm einer Lésung, 
die 40°/, krystallisiertes MgCl, enthielt und zugleich mit NaCl gesittigt 
war, in einem Kolben mit eingeschliffenem Steigrohr zum gelinden Sieden 
erhitzt. Nach etwa '/, Sunde war das Cystin vollkommen gelést, allmahlich 
triibte sich die Fliissigkeit und nahm einen braungelben Farbenton an. Im 
Laufe eines 7 stiindigen Kochens wurde die Bildung von Schwefelwasser- 
stoff und eine nicht unbetriichtliche Schwefelausscheidung beobachtet. Um 
den Versuch mit der Quallenkochung besser vergleichbar zu machen, wurde 
zu der sauer reagierenden Fliissigkeit Soda bis zur schwachen Lackmus- 
bliuung zugesetzt und noch 3 Stunden gekocht. Cystin war dann nicht 
mehr nachweisbar, jedoch wurde durch partielle Magnesiafillung eine Sub- 
stanz gefallt, welche beim Erhitzen einen lauchartigen Geruch gab (Thio- 
milchsdure?). 

Serin scheint giinzlich zu fehlen. Der Huminstickstoff ist gering. 
Wir haben besonders unser Augenmerk darauf gerichtet, (mono)- 
methylierte Aminosiuren nicht zu iibersehen, doch gaben die 
Analysen keinen Hinweis auf die Gegenwart solcher Substanzen. 
Betreffend die Hexonbasen wurde auffallend viel Lysin gefunden, 
Arginin und Histidin in geringerer Menge. Auch hier ist zu ver- 
muten, da& das Kochen in der Chlormagnesiumlauge einen Teil 
des Arginins zersetzt haben mag, wodurch es nicht ausgeschlossen 
ist, daB dem als Lysin isolierten Produkt Ornithin beigemischt 
war. Bei der Gewinnung neuen Untersuchungsmaterials wird darauf 
zu achten sein; der Kontrollversuch mit Arginin steht noch aus. 

Zum Nachweis der vermutlichen Aminobuttersiiure sei mit- 
geteilt: sie wurde aus dem Anteil der Esterdestillation (Hg-Druck 
0.5—1 mm, Temperatur bis 100°) neben Leucin, Valin, Alanin 
und Prolin, nach Verseifung der Ester und Entfernung der in 
Wasser schwerer lislichen Aminosiiuren, durch systematisches 
Umkrystallisieren der Kupfersalze isoliert. 

Das Kupfersalz stellt blaue, in Wasser leicht lésliche, in 
Weingeist unlésliche Krystallblittchen dar. Nach dem Trocknen 


1) J. of Biol. Chem. 79, 429 (1928). 
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zur Gewichtskonstanz iiber konzentrierter Schwefelsiure wurdd 

der Kupfergehalt in verschiedenen Fraktionen gefunden: 23,5¢der | 
23,88, 23,71°/, (ber. 23,75°/,, Stickstoff gef. 10,45 °/, (ber. 10,46°) F Diaz 
Die aus dem Kupfersalz mit Schwefelwasserstoff freigemachte Siw 
krystallisiert in Blattchen mit radialfasriger Struktur, schmeck§ Gold: 
siiB, ist schwach linksdrehend, schmilzt in geschlossener Kapillar§ Nade 
rasch erhitzt bei 302°; Hisenchlorid farbt die waBrige Lisung§Riick 
braunrot, eine verdiinnte Liésung wird durch Phosphorwolfram§stanz 
siure nicht gefillt’). Stickstoff gef. 13,45°/, (ber. 13,59°/,). Die 
durch Nitrit und Schwefelsiure erhaltene Oxysiure war, mit Athe 
ausgeschiittelt, dickfliissig, gab beim Erhitzen kein Aceton, befein | 
der Reduktion mit Zink und verdiinnter Schwefelsiiure Gerucl yom 
nach Buttersiure. Wir sprechen sie daher als a-Aminobuttersiurdm auf - 
an. Die Vorstellung, da8 sie — wenn nicht priformiert — augGlyk 
einem durch die konzentrierte Salzlésung geschiitzten, glutamin.Bautf | 
siurereichen Peptid in einiger Analogie zur Aporrhegmenbildung’§ siure 
bei der erhéhten Kochtemperatur entstanden sein kénnte, sei alsrheg! 
,Arbeitshypothese“ vorgebracht. entst 

Die nach der Alkohol- bzw. Alkohol—Atherfillung der durch 
Kochen gewonnenen Lésung der Gallerte iibrig gebliebenen Mutter. 
laugen wurden bis zur Entfernung des Weingeistes eingeengt. 

Durch Extraktion mit Ather wurde Milchsiure gewonnen, 
Lavulinsiure war nicht vorhanden. Dann wurde die wiBrige 
Lésung in der Weise untersucht, wie F. Haurowitz und H. Waelsch 
bei der Untersuchung der Velella spirans vorgegangen sind’); doch 
lassen die Ergebnisse dieser Autoren keinen Vergleich zu mit 
unseren Resultaten, weil dort einerseits der gesamte Organismus 
der Velella untersucht wurde, andererseits diese Siphonophore 
sich schon durch den Chitingehalt wesentlich von der Meduse 
(Acalephe) Rhizostoma unterscheidet. 

Aus dem Niederschlag, welcher durch Phosphorwolframsiure 
in schwefelsaurer Lésung erhalten worden war, wurde schon bei 
Zimmertemperatur durch Barytwasser Ammoniak sowie Trimethyl- 
amin in reichlicher Menge frei. 

Salzsaures Betain, 20 Stunden mit der Versuchs-Salzlésung — gesittigte 


Kochsalzlésung mit 40°/, Chlormagnesium — gekocht, gab kein Trimethyl- 
aminchlorhydrat. 




















letzte 
diese 
wolle 
gems 


') Ackermann, Diese Z. 69, 273 (1910). 
*) Ackermann u. Kutscher, Diese Z. 69, 265 (1910). 
8) Diese Z. 161, 303 (1926). 
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wurdg Isoliert wurden kleine Mengen von Guanin, Taurin und aus 
; 23.54der Histidinfraktion mikroskopische Nadeln, welche eine starke 
),46°/ PDiazoreaktion gaben (Carnosin ?). 
e Siurf An Stelle des erwarteten Chloraurats des Betains wurde ein 
hmeck§Goldsalz gewonnen, aus welchem bei etwa 130° ein aus feinen 
ipillarf{Nadeln bestehendes Krystallaggregat sublimierte, wihrend der 
Losungf Riickstand bei 220° unter Zersetzung schmolz. Reduzierende Sub- 
ol fram. 


stanzen fehlten. 
. Die 


- Athe 
























Nach diesen Untersuchungen ist die Rhizostomagallerte als 
n, beiein leimgebendes Gewebe anzusehen. Doch unterscheidet sie sich 
yerucife vom leimgebenden Gewebe der héheren Tiere wesentlich. Es sei 
rsiurgeauf ihre leichte Zersetzlichkeit hingewiesen, auf den geringen 
— auf Glykokollgehalt, der durch héhere Aminosiuren ersetzt ist, und 
famin-@auf den hohen Schwefelgehalt. Ob die gefundene Aminobutter- 
dung*Msiure als ,,Baustein“ aufzufassen ist, oder durch einen der Apor- 
e1 als rhegmenbildung (Ackermann u. Kutscher) vergleichbaren ProzeB 
entstanden ist, liBt sich jetzt nicht entscheiden. 

durcl Leider ist die Gewinnung neuen Ausgangsmaterials in den 
utter-B letzten Jahren nicht gelungen. Obwohl wir die Untersuchung in 
eengtmdiesem zweifellos interessanten Gebiet selbst auch fortfiihren 
nnene Wollen, seien gliicklichere Fachgenossen auf dasselbe aufmerksam 
Brige gemacht, da es wohl eine mehrfache Bearbeitung vertrigt. 
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Uber Kaffee-Emulsin. 
Emulsin. XXV’). 


Von 


Burekhardt Helferich und Fritz Vorsatz. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. November 1935.) 


Bemerkungen zur Nomenklatur. Glykosid-spaltende 
Fermente sind in der Pflanzenwelt sehr weit verbreitet. Besonders 
viele Samenarten sind reich an diesen Fermenten. Seit mehr 
als 100 Jahren trigt das aus siifen Mandeln, bitteren Mandeln 
oder nahe verwandten Pflanzenprodukten (Kirschkernen, Aprikosen- 


kernen, Pflaumenkernen) extrahierbare Gemisch glykosid-spalten- f 


der Fermente den Namen Emulsin. Da in diesen Ferment- 
priparaten die f-d-glucosidatische Wirkung zuerst beobachtet 
und untersucht worden ist, so hat sich der Name Emulsin lange 
Zeit ungefihr gedeckt mit dem spiter entwickelten exakteren 
Begriff der #-d-Glucosidase. Allmihlich ist aber eine gewisse 
Verwirrung in dieser Nomenklatur entstanden; denn einerseits 
fand man viele glykosid-spaltende Fermentpriiparate, die auf 
6-d-Glucoside wenig oder gar nicht wirken. Andererseits sind 
auch in dem alten Emulsin (aus SiiBmandeln usw.) glykosid- 
spaltende Wirkungen aufgefunden worden, die sich von dem 
6-glucosidatisch wirksamen Ferment mehr oder weniger voll- 
stiindig abtrennen lassen. Um in Zukunft klare Verhiltnisse in 
der Nomenklatur zu haben, wird folgendes vorgeschlagen: 

1. Emulsin wird Oberbegriff fiir alle glykosid-spaltenden 
Fermentpraparate. Der alleinige Name Emulsin wird in Zukunft 
nicht mehr verwandt, um damit eine bestimmte Wirkung, also 
z. B. die #-d-glucosidatische, auszudriicken. 

2. Kin aus Naturprodukten gewonnenes glykosid-spaltendes 
Fermentpriparat wird, um einerseits seine Herkunft, andererseits 
seine glykosid-spaltenden Higenschaften zu betonen, als ,Mandel- 
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Emulsin, Luzerne-Emulsin, Hefe-Emulsin“ usw. bezeichnet. 
Dieser Name bedeutet demnach nicht mehr, wie zum Teil in der 
pisherigen Nomenklatur, die Beschriinkung auf eine bestimmte 
glykosidatische Wirkung, also z. B. #-d-Glucosidase. Er kann 
demnach angewandt werden, bevor man nihere oder gar voll- 
stindige Kenntnisse des betreffenden Fermentpriiparates gegen- 
iiber den verschiedenen Glykosiden hat. Will man in Zukunft 
hestimmte Wirkungen solcher Emulsine bezeichnen, so ist der 
systematische Name, also z. B. -d-Glucosidase oder auch Mandel- 
emulsin-f-d-glucosidase zu wihlen. 


In der vorliegenden Arbeit ist das aus rohen Kaffeebohnen 
darstellbare Kaffee-Emulsin in verschiedenen Wirkungen unter- 
sucht. In der Hauptsache ist Santoskaffee verwandt. Gelegent- 
lich untersuchte andere Sorten zeigten keine wesentlichen Unter- 
schiede. Geeignete Extraktion mit Wasser lift ohne besondere 
Schwierigkeiten ein Fermentpriiparat gewinnen, das dhnlich wie 
Mandel-Emulsin?) oder Luzerne-EKmulsin’) auch durch Tannin- 
fillung noch weiter gereinigt werden kann. Es versagt dagegen 
die fiir das Mandel-Emulsin speziell ausgearbeitete Reinigungs- 
methode mit Silberfillung*). 

I. Die Wirkungen dieses Kaffee-Emulsins sind gut zu beob- 
achten und zu messen gegen a-d-Mannoside, «-d-Galaktoside 
und f#-d-Galaktoside. DaB es sich héchstwahrscheinlich bei diesen 
38 Wirkungen um verschiedene Fermente des Kaffee-Emulsins 
handelt, geht aus der folgenden Tab. 1 hervor, nach der das 
Wertigkeitsverhiltnis gegeniiber den drei entsprechenden Phenol- 
glykosiden, je nach der Darstellungs- und Reinigungsmethode 
des Fermentpriiparates auSerhalb der Versuchsfehler, schwankt. 


Tabelle 1. 











Wertigkeit bei py 5 von Kaffee- 
Emulsin dargestellt nach 

Substrat scene icles neseieegemanestiiplnaiaceiahdieins 

Vorsehrift I | Vorschrift II 

(vgl. unten) (vgl. unten) 

Phenol-a-d-Mannosid ....... 0,0038 | 0,0033 
Phenol-e-d-Galaktosid . . ..... 0,0088 | 0,0053 
Phenol-6-d-Galaktosid ....... 0,0029 0,0012 


Auf eine ebenfalls festgestellte schwache diastatische Wirkung 
des Kaffee-Emulsins soll in dieser Arbeit nicht niher eingegangen 


werden. 











ee 
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II. In den drei oben erwihnten Wirkungen, in dem Ge. 
misch von «-d-Mannosidase, a- und f-d-Galaktosidase steht dag 
Kaffee-Emulsin dem friiher an anderer Stelle’) beschriebeney 
Luzerne-Emulsin recht nahe. Es unterscheidet sich von ihn 
dadurch, daB die £-d-glucosidatische Wirkung des Kaffee-Emulsins 
sehr gering ist und nur mit besonderen Substraten sicher nach- 
gewiesen und einigermaBen gemessen werden kann (vygl. unten V)) 

It. Auch die verschiedenartige Wirkung des Erhitzens 
waBriger Lisung von Kaffee-Emulsin auf die Wirksamkeit gegen- 
tiber Glykosiden mit verschiedenem Zucker spricht — wie bej 
anderen Kmulsinen®) — fiir die Existenz besonderer Fermente, 
Bemerkenswert ist, daB, wie in friiheren Fallen ), die «-d-Manno. 
sidase sich am widerstandsfahigsten beim Erhitzen zeigt. 


Tabelle 2. 








Wertigkeit gegen Phenol-. 
-ot-d-Mannosid | -§-d-Galaktosid 





Lésung von Kaffee-Emulsin 




















ee ae 0,0053 0,0021 
24 Stunden auf 45—50° erhitzt. ... 0,0049 0,0015 
63 Stunden auf 45—50° erhitzt. .. . 0,0050 0,00023 


An dieser Stelle sei betont, daf die Behandlung des Kaffees 
beim Résten, wie zu erwarten war, die glykosidatischen Fermente 
volistiindig zerstért. Extrakte aus Réstkaffee zeigen keinerlei 
Kmulsinwirkung mehr. 

IV. Zur genaueren Charakterisierung der 3 Fermente im 
Kaffee-Emulsin seien die p,,-Aktivititskurven wiedergegeben. 
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In der Lage der Maxima, ja etwas auch in der Form der 


 Kurven, ist wiederum eine auffallende Abnlichkeit mit den Fer- 
' menten des Luzerne-Emulsins*) feststellbar. 


V. Diese Ahnlichkeit mit dem Luzerne-Emulsin, und damit 


' gqusammenhangend ein Unterschied vom Mandel-Emulsin, konnte 
' auch noch in einem weiteren wichtigen Punkt aufgefunden werden. 
| Die #-d-galaktosidatische Wirkung von Mandel-Emulsin und 


Luzerne-Emulsin unterscheiden sich in sehr charakteristischer 
Weise in folgendem®): 

Durch Mandel-Emulsin wird o-Kresol-f-d-glucosid und 
-galaktosid auffallend viel rascher gespalten als die entsprechende 
Phenolverbindung. Das gleiche gilt fiir die @-Glucosidase im 
Luzerne-Emulsin, dagegen nicht fiir die #-d-Galaktosidase im 
Luzerne-Emulsin, Ahnliches ist auch fir das Kaffee-Emulsin 
festgestellt *), 

Inzwischen wurde gefunden’), daB die Steigerung der Wirk- 
samkeit fiir #-d-Glucosidase und -Galaktosidase des Mandel- 
Emulsins noch sehr viel stirker ist, wenn man vom Phenol (als 
Vergleichsprodukt) nicht zum o-Kresol, sondern zu den Derivaten 
des Vanillins, des Protocatechualdehyds und der Kafieesiure 
iibergeht. 

Ganz wie beim Luzerne-Emulsin konnte nun beim Kaffee- 
Emulsin festgestellt werden, daB Phenol-f-d-galaktosid (Wertig- 
keit = 0,0029) und Vanillin-f-d-galaktosid (Wertigkeit = 0,0027) 
praktisch, gleich schnell gespalten werden. [Keine Steigerung, 
Unterschiéd vom Mandel-Emulsin$).] Die 8-d-Glucoside von Proto- 
catechualdehyd, Kaffeesiure und Vanillin werden dagegen von 
der @-Glucosidase des Kaffee-Emulsins soviel rascher gespalten 
als Phenol-8-d-glucosid oder Salicin, daB damit Nachweis und 
einjgermaBen auch Messung der f-d-Glucosidase im Kaffee-Emulsin 
gelingen. Der Nachweis von f-d-Glucosidase im Kaffee-Emulsin 
ist dagegen mit der iiblichen Salicinprobe nicht sicher zu 
fiihren. 


Damit ist tiber die Frage der Hinheitlichkeit von Glyko- 
sidasen verschiedener Herkunft ein neuer Beitrag geliefert. Die 
in einer friiheren Arbeit ausfihrlicher gegebenen Voraussetzungen 
und Schlu8folgerungen®) erhalten eine neue Bestiitigung: Die 
Existenz verschiedener #-d-Galaktosidasen — eine im Mandel- 
Kmulsin (vielleicht identisch mit der Mandel-Emulsin-f-d-gluco- 
sidase) eine im Kaffee-Emulsin, nach ihrem ganzen Verhalten 
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nahe verwandt oder identisch mit der Luzerne-Emulsin-(-d-galak.§ 


tosidase — erscheint heute wahrscheinlich. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, sowie der Rocke. 


feller-Foundation sind wir fiir Unterstiitzung bei dieser Arbeit zu er. § 


gebenstem Dank verpflichtet. 


Versuche und Belege. 


Darstellung von Kaffee-Emulsin. — Vorschrift I: Gemahlener 
Rohkaffee (Santos) wird mehrfach (5 mal) mit 75°/, igem wiBrigen Aceton be; 
Zimmertemperatur unter Schiitteln extrahiert bis der Riickstand keine Eisen. 
chloridreaktion (Chlorogensiiure) mehr gibt. Das chlorogensiure-freie Mate. 
rial wird durch Trocknen an der Luft oder unter vermindertem Druck 
vom anhaftenden Aceton befreit, wenn nétig noch feiner gemahlen und dann 
mit 2—3 Teilen Toluolwasser 1—2 Tage bei Zimmertemperatur extrahiert, 
Durch Kolieren, Zentrifugieren und Filtrieren erhilt man eine Ferment. 
lésung, die durch Zusatz von 2°/, iger Tanninlésung — je 15 cem auf je 
100 cem Extrakt — gefillt wird. Der abzentrifugierte Niederschlag wird 
einige Male mit Aceton durchgeknetet bis zur vollstindigen Entfernung 
des Tannins (Eisenchloridreaktion), abgesaugt und im Exsiccator getrocknet. 
Aus 2 kg Rohkaffee erhilt man etwa 30 g Kaffee-Emulsin. 


Vorschrift II (ohne Acetonextraktion): 200 g gemahlener Rohkaffee 
werden mit 500 cem Toluolwasser 3 Tage bei Zimmertemperatur extrahiert, 
die Lésung unbekiimmert um die dabei entstehende Farbe durch Abpressen, 
Zentrifugieren, Kolieren und Filtrieren geklirt und mit 50 ecm 2°, iger 
Tanninlésung gefallt. Die Befreiung dieses Niederschlages vom Tannin er- 
folgt durch Waschen mit Aceton wie bei Vorschrift I. 


Spaltungen. — Allgemeines: In 2,0 ccm Acetatpuffer (py 5,0, etwa 
m/10) wird eine 40 mg Phenol-§-d-glucosid fquivalente Menge Substrat ge- 
lést und zu dieser Lésung 1,0 ccm Fermentlésung (von besonders bestimmtem 
Trockenriickstand) gegeben. Spaltungstemperatur 30,0°, Abgestoppt wurde 
durch Zusatz von 0,2 g festem Kaliumcarbonat. Die angegebenen Drehungen 
beziehen sich auf 1dm-Rohr. Die Eigendrehung des Ferments ist besonders 
bestimmt und in den folgenden Zahlen beriicksichtigt. Anfangsdrehungen: 
Phenol-«-d-mannosid + 1,45°, Phenol-«-d-galaktosid + 2,88°, Phenol-@-d- 
galaktosid — 0,56°. Enddrehungen: Fiir Mannoside + 0,138°, fiir Galakto- 
side + 0,76° 


Tabelle 3. 
Spaltung mit Kaffee-Emulsin (nach Vorschrift I). 








Drehung | Spal- | Riiekstand | ; - 
Substrat ¢’ | nach dem} tung | von 1 ccm rene 
Abstoppen ‘ Fermentlésg. keit®) 











Phenol-«-d-mannosid 1186 + 0,97 36,4 0,00855 0,0038 
Phenol-«-d-galaktosid | 1260 + 1,47 66,6 0,00855 0,0088 
Phenol-§-d-galaktosid | 2770 + 0,17 55,3 0,00855 0,0029 
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Tabelle 4. 


Spaltung mit Kaffee-Emulsin dargestellt nach Vorschrift II. Riickstand 


von 1 ccm 0,0079 g. ¢ = 1310 Minuten. 





























Drehung nach | ¢ ,} : 
Substrat dem Abstoppen| °P . ‘ti Wertigkeit 
1/, dm-Rohr lo 
 Phenol-a-d-mannosid. . . . + 0,51 32,6 0,0033 
Phenol-«-d-galaktosid .. . + 0,94 47,1 0,0053 
Phenol-8-d-galaktosid .. . — 0,19 13,6 0,0012 


Spaltung von /-d-Glucosiden mit Kaffee-Emulsin. 
Protocatechualdehyd-f-d-glucosid. 


Anfangsdrehung (1 dm-Rohr). . . . —2,05, Enddrehung: + 0,49° 
Riickstand von 1 ccm Fermentlésung 0,0090 g, ¢ = 1245 Minuten 
Drehung nach dem Abstoppen . . . — 2,02°, Spaltung: 1,2°/). 
Kaffeesiure-f-d-glucosid. 
Anfangsdrehung ('/, dm-Rohr) . . . —1,02°, Enddrehung: + 0,25° 
Riickstand von 1 cem Fermentlésung 0,0090 g, ¢ = 1245 Minuten 
Drehung nach dem Abstoppen. . . —0,97°, Spaltung 3,9 °/). 
Vanillin-§-d-glucosid. 

Anfangsdrehung (1 dm-Rohr) . . . . —1,37°, Enddrehung: + 0,49° 
Riickstand von 1 ccm Fermentlésung 0,0096 g, ¢ = 1575 Minuten 
Drehung nach dem Abstoppen . . . —1,21°, Spaltung 8,6°/, 


Wertigkeit: 0,00052. 


























Tabelle 5. 
| Spaltung mit Kaffee-Emulsin (Santos) nach verschieden langem Erhitzen. 
Drehung | Spal- Riickstand | |. 
Substrat t’ | nach dem] tung | von 1 ccm Wertig- 
Abstoppen| °, | Fermentlésg. keit 
a) mit unveridnderter Fermentlésung 
Phenol-a-d-mannosid 1422 + 0,94 38,6 0,0056 0,0053 
Phenol-6-d-galaktosid | 1421 — 0,33 17,4 0,0056 0,0021 
b) mit 23 Stunden 46 Minuten bei 45—50° aufbewahrter Fermentliésung 
Phenol-a-d-mannosid | 2285 + 0,78 50,7 0,0055 0,0049 
Phenol-6-d-galaktosid | 2285 — 0,30 19,7 0,0055 0,0015 
¢c) mit 62 Stunden 45 Minuten bei 45—50° aufbewahrter Fermentlésung 
Phenol-a-d-mannosid 2744 + 0,70 56,8 0,0053 0,0050 
Phenol-f-d-galaktosid | 2744 — 0,51 3,8 0,0053 0,00023 
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Tabelle 6. 
Spaltung mit Kaffee-Emulsin bei verschiedenem py. 
Drehung nach Spaltung ae 
om dem Abstoppen %, Wertigkeit 














a) Phenol-a«-d-mannosid 
(0,00855 g Ferment in 1,0 ccm Fermentlésung ¢ = 1186 Minuten) 


2,27 + 1,39 4,55 0,00039 
2,97 + 1,35 7,58 0,00066 
4,0 + 1,18 24,3 0,0024 
5,0 + 0,97 36,4 0,0038 
6,0 + 1,26 14,4 0,0013 
6,98 + 1,82 9,85 0,00088 











b) Phenol-«-d-galaktosid 
(0,0099 g Ferment in 1,0 ccm Fermentlésung ¢ = 830 Minuten) 


1,91 + 2,57 14,6 0,0042 
2,91 + 2,81 26,9 0,00838 
4,01 + 2,35 25,0 0,0076 
4,97 + 2,32 26,4 0,0081 
5,97 + 2,34 25,4 0,0077 
6,95 + 2,54 16,0 0,0046 











c) Phenol-§-d-galaktosid 
(0,00855 g Ferment in 1 cem Fermentlésung ¢ = 2770 Minuten) 


2,97 + 0,24 60,6 0,0034 
4,0 + 0,36 69,7 0,0043 
5,0 + 0,17 55,8 0,0029 
6,0 — 0,36 15,2 0,0006 


Fiir py 2 und 3 wurde Citrat-, fiir py 4 und 5 Acetat-, fiir py 6 und? 
Phosphatpuffer verwendet. 


Spaltung von Vanillin-@-d-galaktosid mit Kaffee-Emulsin. 


eee ae ee ee ee — 0,96° 

Riickstand yon 1ccm Fermentlésung.... . 0,0090 g 
= 350 Minuten, Drehung nach dem Abstoppen -— 0,80° 

ee er ee > OP%, 


Wertigkeit: 0,0027. 
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Uber a- und b-Thymonucleinsaure und das die a-Form 
in die b-Form iiberfiihrende Ferment (Nucleogelase). 
Von 


R. Feulgen. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit GieBen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. November 1935.) 


Von den Fermenten im Bereiche der Thymonucleinsiure ist 


' das in seiner Wirkung seit langem bekannte Ferment, welches 
'die gelatinierende a-Form in die nicht gelatinierende b-Form 


umzuwandeln vermag, so stiefmiitterlich behandelt worden, dab 


' nicht einmal ein Namen dafir sich eingebirgert hat. De la Blan- 
'chardiére’) hatte einmal den Namen a-Nuclease dafir vor- 


geschlagen zum Unterschied von der b-Nuclease, welch letztere 


_ die Thymonucleinsiure tiefer aufspaltet, Bezeichnungen, die sich 
aber nicht eingefiihrt haben. Da nun der alte Name ,,Nuclease“ 


inzwischen lingst in mehrere Unterstufen (‘Thymonucleinase, 
Nucleotidase, Nucleosidase) aufgeteilt ist, besteht ein Bediirfnis 
nach einer prignanten Bezeichnung, und ich schlage daher den 


Namen ,,Nucleogelase“ vor. Von dieser Nucleogelase wird also 


verlangt, daB sie wohl die gelatinierende a-Form in die nicht 
gelatinierende b-Form verwandelt, daB aber dabei eine Auf- 


spaltung der Tetranucleotidstruktur nicht stattfinden darf. 


Kin Hauptgrund fiir die Zuriickhaltung der Forscher der 
Nucleogelase gegeniiber liegt wohl darin, dab die b-Thymo- 
nucleinsiure in einem sehr schlechten Rufe steht. Sie wurde 
nimlich zuerst durch mehrstiindiges Kochen der gelatinierenden 
a-Form mit Natronlauge dargestellt. Schon Kostytschew?) 
fand einen groBen Unterschied in den Analysen der a-Form und 
der so dargestellten b-Form und war der Ansicht, daB die beiden 
Nucleinsiuren nicht polymer seien, und zwar sei die a-Form 
stickstoffreicher als die b-Form, Nach Feulgen’) stellt die 


1) Diese Z. 87, 291 (1918). 
*) Diese Z. 89, 545 (19038). 3) Diese Z. 91, 165 (1914). 
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durch Kochen mit Natronlauge dargestellte b-Form ein undefiniey.f 


bares Zersetzungsprodukt vor, und die braune Farbe derartige 


Priparate zeigt an, daB auch eine teilweise Zersetzung deaf 


Thyminose stattgefunden hat (weder die a- noch die b-Form 
krystallisieren, es gibt auch keine elektiven Fillungsmethoden, 
Das durch Fermentwirkung aus der a-Form hervorgehende Produk 
vollends ist noch nie genauer untersucht worden. 

Im folgenden soll gezeigt werden, daB die b-Thymonuclein. 
siure als besondere Form aber mit der gleichen Zusammen. 
setzung tatsiichlich existiert; nur ist die einzige Methode, nacl 
der sie zur Zeit dargestellt werden kann, die fermentative mit 
Hilfe der Nucleogelase. Als Ferment benutzen wir seit langey 
das ,pankreatinum absolutum“ der Firma Merck, das schon seit 
Jahrzehnten im Handel zu haben ist. Der Umstand, daB die: 
Priparat auch Proteasen enthilt, macht es sehr geeignet zu 
Darstellung von Thymonucleinsiure aus besonders schwierigen 
Objekten, z. B. aus pflanzlichen Zellkernen, die eine Auflésung 
mit Natronlauge nach dem Neumannschen Prinzip wegen Ent- 
stehung groBer Mengen Pektinsiiuren (welche dieselben Fallungs- 
eigenschaften wie die Thymonucleinsiure haben und auch kolloid 
sind) nicht vertragen. Uber eine solche Nutzanwendung soll 
spiter berichtet werden. 

Das Wirkungsoptimum der im Pankreatin enthaltenen Nucleo- 
gelase liegt bei p,, 6,8—6,9. 

Zu seiner Bestimmung wurde je 1 ccm einer 5 °/,igen wiBrigen Lésung 
von Pankreatin mit je 9ccm Phosphatpuffer (S6rensen) gemischt und 
dann je 0,5 g a-thymonucleinsaures Natrium mit 5,0 cem dieser gepufferten 
Fermentlésung in kleinen Reagensglisern iibergossen. Hierbei muB sofort 
nach Zugabe der Fermentlésung heftig umgeschiittelt werden. In wenigen 
Augenblicken quillt niimlich das nucleinsaure Natrium zu einer steifen 
Gallerte auf. Die Réhrchen werden dann in ein Wasserbad von 88° ge- 
stellt und die Verfliissigung abgewartet. Im ganzen wurden 10 Roéhrehen 
angesetzt mit py 8,2; 7,9; 7,6; 7,2; 7,0; 6,8; 6,6; 6,3; 5,9; 5,6. Nach 5 Stunden 
war der Inhalt des Réhrchens mit 6,8 verfliissigt, das Réhrchen mit 7,0 
fast fliissig, wihrend das Nachbarréhrchen der anderen Seite (6,6) weiter 
zuriick war. Das py-Optimum der Nucleogelase liegt also bei 6,8—6,%. 
Die py-Werte wurden nachtriglich noch einmal colorimetrisch kontrolliert 
und unverindert gefunden. Jenseits von 8 und 6 war iiberhaupt keine 
Wirkung nachweisbar. 

Schon Neumann war der Ansicht, daB die a-Thymonuclein- 
siiure ein Polymeres der b-Form sei. Danach gehért die Thymo- 
nucleinsiiure zu den hochpolymeren Naturprodukten. Ein exakter 
Nachweis dafiir liegt jedoch nicht vor, die Wahrscheinlichkeit 
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dafir ist aber sehr groB. Danach wire die Wirkung der Nucleo- 


' gelase eine Depolymerisierung, vorausgesetzt, daB die b-Nuclein- 


siure noch Tetranucleotidstruktur hat. Vor vielen Jahren?) wurde 


verfolgt und gezeigt, daB schon Kochen mit Wasser, ja Erhitzen 
des trocknen Priparates, depolymerisierend wirken. Aber bei 
allen diesen Eingriffen tritt eine Farbung des Priparates auf, 


| wihrend die Nucleogelase ohne solche Zersetzungen wirkt. 


Der Nachweis der Tetranucleotidstruktur der fermentativ dar- 


| gestellten b-Nucleinsiiure ist ausschlaggebend fiir die Existenz 


der Nucleogelase und der b-Thymonucleinsiure. Folgende Tat- 


'sachen sprechen fiir die Tetranucleotidstruktur: 


a) Kine Abspaltung von Phosphorsiiure oder Purinkérpern 


erfolgt nicht. Schon Abderhalden und Schittenhelm4) haben 
‘im Jahre 1906 gezeigt, daB Hundepankreassaft a-thymonuclein- 
'saures Natrium verflissigt ohne Abspaltung von Purinen. Auch 
dela Blanchardiére fand das gleiche. Auffallend und besonders 
'2u beweisen aber ist die Tatsache, daB auch kiufliches Pankreatin 
‘der erwihnten Herkunft bei dem fiir die Verfliissigung opti- 
'malen p, keine Phosphorsiure abspaltet, obgleich wir doch seit 
vielen Jahrzehnten durch zahlreiche Forscher wissen, da8 frische 
| Organextrakte die Thymonucleinséure leicht unter Freisetzung 
' von Phosphorsiiure aufspalten kénnen, und obgleich das kiufliche 
'Pankreatin doch offenbar aus Pankreasdriisen und nicht aus 
| Pankreassaft hergestellt wird. Folgende Versuchsanordnung zeigt, 
'dafi durch mehrtiigiges Exponieren von a-thymonucleinsaurem Na 
| bei optimalem p,, auch nicht der hundertste Teil der vorhandenen 
'gebundenen Phosphorsiure abgespalten wird, daB also eine Phos- 
| phatase (Nucleotidase) nicht vorhanden bzw. unter den gewihlten 


Bedingungen nicht wirksam ist. 


Zu diesem Versuch muff das verwendete a-thymonucleinsaure Na 


| phosphatfrei sein. Dies erreicht man durch Ausfiillen der freien Siure in 


folgender Weise: 2,0 g a-thymonucleinsaures Na werden in 100 ccm Wasser 
warm gelést, mit 2 Vol. Alkohol versetzt und filtriert. Aus der abgekiihlten 
Lisung fallt man jetzt die freie Nucleinsiure durch Zusatz von 4 ecm 


5n-HCl, saugt ab, entwiissert mit Alkohol und Ather und trocknet. 1,0 g 
dieser freien Nucleinsiure werden mit 20 ccm Wasser tibergossen und 
' durch einen UberschuB von 2n-NaOH gelést. Die Lésung bringt man 
| durch Essigsiure auf py 6,8 (es geniigt, die entstehende steife Gallerte mit 
 Essigsiure auf eine amphotere Reaktion gegen Lackmus zu bringen) und 





*) Diese Z. 47, 452 (1906). 
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lést in der Gallerte 0,1 g Pankreatin auf. Nach Verriihren mit etwas Tolulf 
2 Tage Brutschrank. Védllige Verfliissigung. Dann das Filtrat mit Ammonia & 


und Magnesiamischung versetzen: Kein Niederschlag. Es war noch x 


priifen, ob die Nucleinsdure nicht vielleicht das Magnesiumammoniumphospha & 


in kolloider Lésung zu halten vermag. Zu diesem Zweck wurde die Lésung 
mit 1 ccm einer 1 °/,igen Lésung von krystallisiertem sekundirem Natriun. 
phosphat versetzt: Jetzt entstand ein Niederschlag. Die Menge des 2. 
gesetzten Phosphats entsprach etwa dem hundertsten Teil der vorhandene 


gebundenen Phosphorsiiure. Ein solcher Bruchteil hiitte also noch mit | 


Sicherheit nachgewiesen werden kénnen. 


Nach unseren heutigen Kenntnissen geniigt aber der Nach. 
weis des Fehlens einer Nucleotidase (Phosphatase) nicht, um eine 
tiefere Zersetzung der Thymonucleinsiiure auszuschlieBen; denr 
Klein5) ist es gelungen, durch fermentative Spaltung mit de 
Thymonucleinase die Thymonucleinsiure in die einzelne 
Nucleotide zu zerlegen. Hs ist also ein Abbau des Tetranucleotids 
auch ohne Phosphorsiure- oder Purinkérperabspaltung méglich. 
Aber unser Fermentgemisch wirkt nicht in diesem Sinne (vgl. 
unter b), sonst wire es méglich, ohne die geringsten Schwierigkeiter 
kiloweise Nucleotide aus der Thymonucleinsiure darzustellen. 

b) Die freie b-Nucleinsiure ist in Wasser sehr schwer léslich 
und daher wie die a-Form mit Mineralsiuren leicht aus der 
Lésung ihrer Salze zu fallen. Diese Tatsache gibt uns ein auber. 
ordentlich scharfes Kriterium, um eine auch nur teilweise Aut: 
spaltung des Tetranucleotidmolekiils zu erkennen. Denn gan 
gleichgiiltig, wie ein tieferer Eingriff in die Tetranucleotidstruktur 
erfolgt: Immer entstehen in Wasser bzw. Siuren leicht lésliche 
Produkte. Daher wurde untersucht, ob nicht durch tagelanges 
weiteres Exponieren von b-thymonucleinsaurem Natrium mit 
unserem Fermentgemisch eine Abnahme der Mineralsiurefillbar- 
keit bzw. Zunahme der Siéureléslichkeit erfolgt. Das ist nicht 
der Fall. 


Es wurde eine Lésung von b-nucleinsaurem Natrium mit Phosphat: 
puffer von 6,8 unter Zusatz von Pankreatin 2 Tage lang im Brutschrank 
stehen gelassen, dann mit Salzsiiure ausgefillt, mit Wasser gewaschen 
und getrocknet. Ein Parallelversuch. wurde in genau gleicher Weise av- 
gestellt mit dem einzigen Unterschied, daB nach Zugabe der Ferment: 
lésung sofort mit Salzsiure ausgefillt wurde. Es war kein Unterschied 
in den ausgefillten Nucleinsiiuremengen vorhanden. Im einzelnen ver- 
fuhren wir folgendermaB8en: 


Stammlésung a: 20°/,ige Lésung von b-nucleinsaurem Natrium, . 
Stammlésung b: 1°/, Pankreatin in Phosphatpuffer 6,8. 





5) Diese Z. 218, 164 (1983). 
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A. Brutschrankversuch. 5,0 cem b-nucleinsaures Na, 5,0 ccm 
Pankreatinlésung und 1 cem Toluol bleiben 2 Tage im Brutschrank bei 37° 
stehen, werden dann zur Abtrennung des Toluols zentrifugiert, und 5,0 cem 
der wiBrigen Lésung in ein mit Rihrstab gewogenes Zentrifugenglas 


 hineingegeben, mit 1,0ccm 5n-HCl ausgefillt, 5 Minuten zentrifugiert, 


2mal mit je 10 ccm Wasser durchgeriihrt, 2 mal mit Alkohol entwissert, 
der Alkohol mit Ather verdriingt, im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet und gewogen. 

B. Parallelversuch. 5,0 cem b-nucleinsaures Na, 5,0cem Pankreatin- 
lisung und 1 cem Toluol werden sofort zentrifugiert und genau so be- 
handelt wie unter A. An ausgefillter Nucleinsiiure wurden erhalten: 


Im Brutschrankversuch ...... 238mg 
Im Parallelversuch ....... . 237mg 


c) Das neutrale a-thymonucleinsaure Natrium enthalt aut 


'4P-Atome 4 Na-Atome. Deswegen erhilt man nach der Ver- 
' aschung leicht schmelzbares Natriummetaphosphat. Das b-thymo- 
| nucleinsaure Na verhalt sich ebenso. Wiire es in ein Nucleotid- 
| gemisch umgewandelt worden, so wiirden in den neutralen Na- 
Salzen auf je 1 P-Atom 2 Na-Atome kommen und man erhielt 
' bei der Veraschung schwer schmelzbares Natriumpyrophosphat, 
_wie z.B. bei der Veraschung von neutralem guanylsaurem Na. 


d) Die optischen Verhiltnisse des a-thymonucleinsauren Na 


sind 4uBerst charakteristisch und von mir friher®) genauer unter- 


sucht worden. Danach besteht eine enorm groBe Abhingigkeit 
der speziellen Drehung von der Temperatur in dem Sinne, dab 
bei Zimmertemperatur [ce], etwa 80° ist, bei 100° dagegen nur 
wenige Grad. Beim Abkiihlen stellt sich der friihere Zustand 


wieder ein, Das b-thymonucleinsaure Na verhilt sich ebenso. 


Ferner verschwindet beim Versetzen mit Natronlauge die Drehung 
ganz, um beim Neutralisieren wieder in die Erscheinung zu treten. 
Das b-thymonucleinsaure Na verhalt sich ebenso. 
e) Die b-Thymonucleinsiure liefert bei der totalen Spaltung 
dieselben Spaltprodukte in der gleichen Menge wie die a-Form. 
Es wurden parallel nebeneinander a- und b-nucleinsaures Na in der 
friiher mitgeteilten Weise’) mit Natriumbisulfit huminfrei gespalten und 


die Ausbeuten an Guanin und Adeninpikrat gewogen. Es wurden er- 
halten aus 5,0 g nucleinsaurem Na: 


Aus a-nucleinsaurem Na Aus b-nucleinsaurem Na 


GuM 6 wt 0,524 g 0,531 g 
Adeninpikrat. . . . 1,003 g 1,018 g 


®) Diese Z. 104, 189 (1919). *) Diese Z. 102, 244 (1918). 
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Guaninsulfat. 0,1423 g Subst. verloren bei 140°: 0,0116 g Krystall. 
wasser. Ber. H,O 8,26 Gef. H,O 8,15. 
0,1032 g Subst., wasserfrei neutr.: 25,6 cem n/10-H,SO,. 
Ber. N 35,00 Gef. N 34,8. 
Adeninpikrat. 0,2342 g Subst.: 61,0 cem N (19°, 764 mm). 
Ber. N 30,78 Gef. N 30,6. 
Die beiden Pyrimidine wurden nach totaler Spaltung mittels Schwefel- 
siiure dargestellt und identifiziert. 
Cytosinpikrat. 0,2018 g Subst.: 42,1 cem N (18°, 758 mm). 
Ber. N 24,72 Gef. N 24,5. 
Thymin. 0,1532 g Subst., neutr.: 24,1 cem n/10-H,SO,. 
Ber. N 22,20 Gef. N 22,04. 


f) Die b-Thymonucleinsiure liefert die Analysenwerte, wie 
sie fir ein Tetranucleotid unter Zugrundelegung der Desoxy- 
ribose als Kohlenhydrat nach Levene verlangt werden, z. B. 

0,2029 g Subst., neutr.: 23,8 cem n/10-H,SO, (Kjeldahl). — 0,0306 ¢ 
Subst. entsprachen 26,7 cem n/10-NaOH (Neumann). 

C9 Hs: Os NisPs Ber. N 16,73 P 9,89 Gef. N 16,44 P 9,76. 


Alle diese angefiihrten Griinde sprechen dafiir, daB die 
b-Thymonucleinsiure, so wie sie mittels der Nucleogelase ge- 
wonnen werden kann, noch Tetranucleotidstruktur aufweist, und 
dai die Wirkung dieses Fermentes eine Depolymerisierung ist, 
wobei indessen noch nicht bewiesen werden kann, ob das Tetra- 
nucleotid in monomerem Zustande sich befindet. Die Nucleo- 
gelase als depolymerisierendes Ferment steht gleichberechtigt 
neben den anderen Fermenten im Bereiche der Thymonuclein- 
siure. 

Nun ist es Klein‘) bzw. Klein und Thannhauser ge- 
lungen, mittels der Thymonucleinase das Tetranucleotidmolekiil 
in Mononucleotide aufzuspalten und sie bezeichnen diesen Vor- 
gang ebenfalls als ,,Depolymerisicrung“. Diese Bezeichnung ist 
indessen irrefiihrend und auch nicht richtig; denn es handelt 
sich dabei um eine hydrolytische Spaltung in Bausteine ver- 
schiedenartiger Natur. Entweder vermag die Thymonucleinase 
die Tetranucleotidstruktur auch in hoch polymeren Komplexen 
hydrolytisch aufzuspalten, oder aber die Thymonucleinase vou 
Klein ist mit der Nucleogelase vergesellschattet gewesen, was 
deswegen moglich ist, weil zufillig die Wirkungsoptima der 
Nucleogelase (6,8—6,9) und der Thymonucleinase (6,5) sehr nahe 
beieinander liegen. Es wire daher wiinschenswert, wenn die 
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- Bezeichnung ,,Depolymerisierung“ lediglich fiir die Wirkung der 
 Nucleogelase reserviert bliebe. 


stall. 


























Darstellung der b-Thymonucleinsdure. 


Da das Wirkungsoptimum der Nucleogelase sehr nahe dem Neutral- 
_ punkte des Wassers liegt, kann in vielen Fiillen auf die Anwendung eines 
Puffers verzichtet werden. Zur Darstellung aus bereits vorliegender a-Form 
efel. B werden 10 g a-thymonucleinsdures Na mit der 5fachen Menge einer 
0,5°/,igen Losung von Pankreatin absolut (Merck), in der vorher etwas 
Toluol suspendiert war, tibergossen und sofort heftig umgeschiittelt, damit 
die Substanz gleichmaéBig aufquellen kann. Man 1iBt 24 Stunden im Brut- 
'schrank stehen und fiillt dann mit Alkohol. Die Pankreatinlésung enthilt 
keine unter diesen Verhiiltnissen mit Alkohol fillbaren Stoffe. Zur Reini- 
gung empfiehlt sich eine Umfillung mit Alkohol aus mit Natronlauge 
stark alkalisch gemachter Lésung. MHierdurch werden fremde Kationen 
von einer Salzbildung mit der Nucleinsiiure abgehalten. Da sich dabei 
XY- @ aber, wie friiher gezeigt wurde‘), ein vielwertiges (6 wertiges) Na-Salz 
| bildet, muB der Niederschlag wieder in Wasser gelést und nach dem 

| Neutralisieren mit Essigsiiure wieder mit Alkohol gefallt werden. 


: Zur Analyse wird die freie Siure dargestellt (vgl. oben). 
. - Will man aber direkt aus den Organen b-Thymonucleinsiure 
| darstellen, so empfiehlt sich eine ganz andere Arbeitsweise, da 


die " geeeng pee a ; 
a eo hierbei auf die sonst iibliche Verfliissigung der Gewebe mit 
>, fe Natronlauge entweder ganz verzichten, oder aber die Natron- 
nd 

_. [— laugewirkung sehr stark herabsetzen kann. Hierdurch ergeben 
St, . ° a a . “ 

a sich neue Gesichtspunkte, iiber die in einer spiiteren Abhandlung 
" herichtet werden wird. 

8! Die Versuche wurden mit Mitteln der Notgemeinschaft 
Ne 


der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 
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| Abbau dés Acetyl-dihydro-cinchols bzw. des Acetyl- 
ie epi-dihydro-cinchols zur /-3-Oxy-nor-allo-cholansaiure 
| bzw. zur 3-Oxy-nor-allo-cholansaure. 


6. Mitteilung tiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 





Von ] 
Wilhelm Dirscherl. | Seiten 
rg | abges} 
(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne G. m. b. H. > 
und der Vereinigten Chininfabriken Zimmer & Co. G. m. b. H., Mannheim-Waldhof.) weltel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1935.) » man 
| Aceto 
, | welch 
Windaus hat durch Oxydation von Cholestan mit Chrom- lal 
» beg 


siure die Allo-cholansiure erhalten ° ), C. K. Chuang aus Ergostan 
die Nor-allo-cholansiure %). | 

Bei der Oxydation der Acetylderivate gesittigter Sterine mit & acetal 
Chromséure haben L. Ruzicka und Mitarbeiter‘) im Laufe der HB S#Ure 


Aufarbeitung schwer lésliche Natriumsalze von Abbausiuren beob- JB (“Ji 
) achtet. E. Fernholz und P.N. Chakravorty) haben diese Siuren sch 
| untersucht. Aus Dihydro-cholesterin-acetat (I) erhielten sie die & label 
3-3-Oxy-allo-cholansiure (II), aus Ergostanol-acetat (III) und Stig. & und 
mastanol-acetat (IV) die 8-3-Oxy-nor-allo-cholansiure (V). ‘ee 
CH, ; saure 
R—CH—CH,—CH,—CH »— CH > R—CH—CH,-—CH,—COOH | 

CH, | i 
bu, CH, 4 al 
I Dihydro-cholesterin. Il §#-3-Oxy-allo-cholansiure. & as 
CH | Sure 

R—CH—CH,—CH,—CH—CHY EB sein 
CH, Anal 

On, arate den 

Ht Ergostanol. > R—CH—CH,—COOH me 
CH, | al 
R- CH—CH,—CH,—CH—CH¢ CH, | mast 

| | CH, V_ -3-Oxy-nor-allo-cholansiure. & vel. 
OH, ‘wn * 
IV Stigmastanol. CH, ents} 


) 5. Mitteilung, Diese Z. 237, 52 (1935). 
*) Ber. chem. Ges. 52, 1915 (1919). 
*) Liebigs Ann. 500, 270 (1938). 

ea *) Helvet. chim. Acta 17, 389 (1934). 

*) Ber. chem. Ges. 67, 2021 (1934). 








' Seitenkette an der endstiindigen Verzweigungsstelle, wobei der 
_ abgesprengte Rest offenbar ein Keton bilden muf, das allerdings 





Abbau des Acetyl-dihydro-cinchols usw. 








Diese Séuren entstehen durch oxydative Abspaltung der 


weiterem Abbau unterliegen kann. Als zweites Spaltstiick erhalt 


' wan beispielsweise bei der Oxydation von Dihydro-cholesterin 
' Aceton®) Aus der Art der Abbausaure laBt sich erkennen, an 
' welchem C-Atom der Seitenkette die endstiindige Verzweigung 
| beginnt. 


Ich habe aus den bei der Oxydation des Dihydro-cinchol- 


| acetats’) zum 3-Oxy-itio-allo-cholanon-(17) entstehenden Abbau- 
| siuren eine Séiure vom Schmelzp. 230° (korr.) und der Drehung 
| {a}?’ =-+ 32° (in Aceton) erhalten. Der Methylester dieser Saiure 

schmilzt bei 157° (korr.). Aus der Analyse und dem in der 
| Tabelle angestellten Vergleich mit der £-3-Oxy-allo-cholansiure (II) 
und der #-3-Oxy-nor-allo-cholanséure (V) ergibt sich, daB die 
| Siure aus Dihydro-cinchol-acetat die #-3-Oxy-nor-allo-cholan- 
| siiure ist. 


Aus der bei der Oxydation des epi-Dihydro-cinchol-acetats °) 


' erhaltenen Rohsiure wurde durch vielfaches Umkrystallisieren aus 


Kisessig, spiter aus Essigester,eine bei 209—210° (korr.) schmelzende 


| Siure erhalten. Der Methylester schmilzt bei 175—176° (korr.), 
sein Acetat bei 194—195° (korr.). Diese Schmelzpunkte sowie 


Analyse und Drehung des Methylesters stimmen gut iiberein mit 
den Daten der von O. Dalmer, F.v. Werder, H. Honigmann 


' und K, Heyns®) kiirzlich aus epi-Sitostanol wie aus epi-Stig- 


mastanol erhaltenen 3-Oxy-nor-allo-cholansiure und ihrer Derivate 
ivgl. Tabelle). Die Mischschmelzpunktsproben mit den mir von 
Herrn Dr. Dalmer liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellten 
entsprechenden Kérpern ergaben keine Erniedrigung. Die aus 


°) Windaus u. Hossfeld, Diese Z. 145, 177 (1925). 
‘) 3. Mitteilung: Diese Z. 235, 1 (1935). 
>) 5. Mitteilung: Diese Z. 237, 52 (1935). 
*) Ber. chem. Ges. 68, 1821 (1935). 
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epi-Dihydro-cinchol bereitete Abbausiure ist 


3- Oxy -nor- allo. 











cholansiure. 
Tabelle?). 
Schmelzpunkt | Drehung 
-:* fo], in ° 

8-3-Oxy-allo-cholansiure . 218 
Methylester . 151 
6-3-Oxy-nor-allo-cholansiiure 226 
Methylester . 156 
Siiure aus Dihydro-cinchol-acetat . 226 - 32 
Methylester . 154 
3-Oxy-allo-cholansiiure . 209 29 
Methylester. . . 164—165 +34"! 
Acetat des Methylesters 147—148 +21 
3-Oxy-nor-allo-cholansiiure . 205—207 +21 
Methylester. . . ' 169-—170 +21 
Acetat des Methy lesters . 189—190 +26 
3-Oxy-bis-nor-allo-cholansiiure .... . . 220 +17 
Methylester. . . Se a 162—1638 +12 
Acetat des Methylesters Poy) Moe is be 128—129 +10 
Siiure aus epi-Dihydro-cinchol-acetat . . . 204—205 . 
Methylester. . . ed a ee 171—172 +21,2 
Acetat des Methylesters a ee a ee 190-191 


Durch den Abbau des Dihydro-cinchols zum 3-Oxy-iitio-allo- 
cholanon-(17) ist bewiesen worden, daB Dihydro-cinchol und 
Dihydro-cholesterin in bezug auf das Ringsystem und die Stellung 
der Substituenten, auch in sterischer Hinsicht, tibereinstimmen. 
(Nur iiber die sterische Anordnung an C,, laBt sich nichts aus- 
sagen.) Durch die Uberfithrung des Dihy dro- cinchols bzw. des epi- 
Dihydro-cinchols in die f-3- Oxy -nor-allo-cholansaéure bzw. 3-Oxy- 
nor-allo-cholansiiure ist bewiesen, da8 die Ubereinstimmung der 
beiden Sterine — auch in sterischer Hinsicht — noch weiter geht. 


) Die Daten der §-Siiuren entstammen der Arbeit von Fernholz, 
diejenigen der epimeren Siiuren der Arbeit von Dalmer. Wir haben hier 
unsere unkorrigierten Schmelzpunkte angegeben, da die Schmelzpunkte der 
anderen Verfasser offenbar unkorrigiert sind. 

") Diese Drehung ist an einer Probe Dr. Dalmers von uns gemessen 
worden (1° ,ige Lésung in absolutem Alkohol). 
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Abbau des Acetyl-dihydro-cinchols usw. 






Man kann die Formel des Dihydro-cinchols so schreiben: 





CH, soa) _cog _oof 
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Fiir das Dihydro-sitosterin kommen Dalmer und Mitarbeiter 
ur gleichen Formel. 


Versuche., 


b-3-Oay-nor-allo-cholansdure. Nach der Oxydation von 32g Acetyl- 
iihydro-cinchol mit Chromsiure (3. Mitteilung) wurde die Essigsiiure ab- 
estilliert und der Destillationsriickstand mit Ather und Wasser aufgenommen. 
Die itherische Loésung wurde mit 300 cem 2n-Natronlauge ausgeschiittelt, 
@iic unldslichen Natriumsalze abgeschleudert und mit Natronlauge ge- 
waschen. Dann wurden die Natriumsalze mit 2 n-Natronlauge einige Zeit 
ur Verseifung auf dem Dampfbade erhitzt und hierauf durch Erhitzen 
nit Salzsiiure zerlegt. Durch Ausschiitteln mit viel Ather wird die in Frei- 
leit gesetzte Siiure in diesen iibergefiihrt. Nach Abdestillieren des Athers 
kocht man mit 100 cem Aceton aus, wobei allmihlich fast alles in Lésung 
veht, filtriert ab und engt etwas ein. Man erhilt 1,52 g Krystalle, die bei 
etwa 190° schmelzen. Aus der Mutterlauge sind bei weiterem Kinengen 
noch etwa 1g Krystalle von niedrigerem Schmelzpunkt zu erhalten. Durch 
tielfach wiederholte Umkrystallisation aus Essigester-Petrolither lassen 
ich Krystalle erhalten, die bei 223° triib, bei 226° (unkorr.) klar schmelzen. 


2,164 mg in Aceton auf 1 ccm gelést, 1 dm, « = + 0,07°. 
all [a]2§ = + 32° 
4,270, 4,870 mg Subst.: 11,885, 12,145 mg CO,, 3,975, 4,165 mg H,O 


ng 

ny C,3H;,0; (862) Ber. C 76,17 H 10,57 

wm Gef. ,, 75,88, 75,76 ,, 10,42, 10,67. 

S- 

i- Methylester. Mittels Diazomethan wurde die Siiure in den Methylester 


ibergefihrt, der nach Umkrystallisieren aus Methylalkohol-Wasser bei 154° 
inkorr.) bzw. 157° (korr.) schmilzt. 


3,547 mg Subst.: 2,300 mg AgJ. 
C,,H,,0, (376) Ber. OCH, 8,24 Gef. OCH, 8,56. 


3-Oaxy-nor-allo-cholansiiure. Die Oxydation des Acetyl-epi-dihydro- 

cinchols erfolgte wie in der 5. Mitteilung angegeben. Die schwer léslichen 

Natriumsalze wurden wie oben aufgearbeitet. Man erhiilt 3,9 g Rohsiure 
T Baus 28g Ausgangsmaterial. Zur Umkrystallisation eignet sich zuerst am 

besten Eisessig (aus anderen Lisungsmitteln erhilt man die Siure gallertig). 

0 §Spiiter kann man auch Essigester—Petrolither verwenden. Die Siure schmilzt 
schlieBlich bei 204—205° (unkorr.) bzw. 209—210° (korr.). 
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Methylester. Die Siure wurde mit Diazomethan verestert und der Este, ' 3 
aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 171—172° (unkorr,) & 
bzw. 175—176° (korr.). Die Substanz wurde kurze Zeit bei 60° im Vakuuy, & 


getrocknet. 


4,577, 5,017 mg Subst.: 12,830, 14,080 mg CO,, 4,490, 5,045 mg H,0. — 
2,847 mg Subst.: 1,768 mg AgJ. 
C,,H,,O, (876) Ber. C 76,54 H 10,72 OCH, 8,24 
Gef. ,, 76,45, 76,54  ,, 10,98, 11,25 


) 
» —«8 20. 


(Beim Erhitzen im Vakuum auf 100° wiihrend 16 Stunden bliel de 
Ester konstant; die Analyse ergab dann aber zu hohe Werte: 


C 77,49, 77,90 HH 11,01, 11,28.) 
Drehung: 20,08 mg in Chloroform auf 2 cem, 1 dm, a = + 0,22°. 
(a]2? = + 21,2° 


Acetat des Methylesters. Nach Umkrystallisieren aus Methylalkohol 
liegt der Schmelzpunkt bei 190—191° (unkorr.) bzw. 194—195° (korr.). 


Herrn P. Vogler danke ich fiir die gewissenhafte Hilfe bei den Ver. 
suchen. 
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Zur Chemie des Heparins. 
Von 


Fritz Lipmann und Albert Fischer. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen. ) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1935.) 


In Weiterfiihrung von friiher in diesem Laboratorium angestellten 
Untersuchungen iiber die Chemie des Heparins***) gelangten wir in letzter 
Zeit zu Ergebnissen, die im Zusammenhang mit den kiirzlich erschienenen 
Mitteilungen von Jorpes‘*) und von Schmitz®*) von Interesse erscheinen. 
In hochwirksamen, nach der Methode von Charles und Scott) dargestellten 
Heparinpriiparaten fand Jorpes iiberraschend groBe Schwefelsiuremengen. 
Es scheint Jorpes entgangen zu sein, daB bereits Howell’) gréBere 
Schwefelsiuremengen in weitgehend gereinigten Priiparaten nachgewiesen 
und daraufhin die Méglichkeit einer Zugehérigkeit von Schwefelsiiure zum 
Heparinmolekiil diskutiert hatte. Eine sorgfiltige Analyse seiner reinsten 
Priparate fihrte Jorpes zu der Annahme, da8 Heparin eine Chondroitin- 
tri-schwefelsiure ist. Im Anschlu8 an diese Befunde teilte Schmitz®) mit, 
daS aus Heparin ,,Kahlbaum“*) nach der Methode von Schmitz und 
Fischer’) neuerdings von ihm dargestellte Priparate, nach kriftiger 
Hydrolyse mit konzentrierter Salpetersiure, keine Schwefelsiurereaktion 
gaben. 

1. Wir kénnen die Angabe von Schmitz‘) bekriftigen. An einem 
kleinen Rest (0,5 mg) des Priiparates, tiber dessen Darstellung und Analyse 
von Sehmitz und Fischer friher berichtet wurde, lieBen wir von 
Dr. Schoeller-Berlin eine Mikroschwefelbestimmung nach Carius aus- 
fiihren. Sie ergab einwandfrei die Abwesenheit von Schwefel. 

2. Seit lingerer Zeit schon sind in diesem Laboratorium Versuche 
im Gange, das nach der ergiebigen Methode von Charles und Scott er- 
haltene Heparin zu reinigen. Als Ausgangsmaterial wurde Ochsenlunge 
benutzt, deren Heparingehalt nach Charles und Scott’) und Fischer’ 
besonders hoch ist. Nachdem eine weitgehende Vorreinigung durch Um- 
fillung mit organischen Liésungsmitteln erzielt war, gelangten wir durch 
systematische Fraktionierung des Bariumsalzes bei neutraler Reaktion mit 
guter Ausbeute zu Priparaten, die in ihrer WirkungsgréBe den von 
Schmitz und Fischer’) friiher erhaltenen nahestehen. Nach dem Er- 
scheinen der Jorpesschen Arbeit wurden diese Priiparate auf Schwefel- 
siiure untersucht. In Ubereinstimmung mit Jorpes fanden wir hier groBe 


*) Heparin ,,Kahlbaum“ wird nach Howells Verfahren aus Hundeleber 
gewonnen. 








/ 


974 Fritz Lipmann und Albert Fischer, Zur Chemie des Heparins 


Mengen organisch gebundener Schwefelsiiure. Die Analyse unseres Jy. 
Salzes ergab: 


C H N S Ba Asche nach Abrauchen Ber. fiir BaS( ) 
mit H,SO, 
o/, 20,8 2,88 2,45 9,84 27,95 49,7 47,4*) 


Die Verbindung enthilt demnach Ba:S annihernd im Verhiiltnis 2:3 
(2,04:2,92), was mit Formulierung von Jorpes iibereinstimmen wiirde. C und 
N sind héher als fiir Chondroitin-tri-schwefelsiiure zu erwarten wiire. Die 
Gerinnungshemmung durch die aus diesem Priiparat hergestellte Siiure 
wurde mit der des reinsten Jorpesschen Priiparats verglichen, das uns 
von Dr. Jorpes in liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestellt war, 
Die nach Schmitz und Fischer’) ausgefiihrte Wertbestimmung erga), 
daB unser Priparat um etwa 30°/, wirksamer war als das Jorpessche, 
Nach Jorpes enthilt sein Priparat rund 500 Howelleinheiten, somit 
diirfte unseres iiber 600 H. E. enthalten. 

An diesem Priparat wurde die Destruktionsgeschwindigkeit bei Be. 
handlung mit n/10-HCl bei 100° bestimmt. Die Destruktionskurve stimmt 
recht gut mit der friiher von Schmitz und Fischer’) an der schwefel- 
siurefreien Verbindung gewonnenen iiberein. Bemerkenswert ist, dai 
die Wirkungsabnahme sehr viel schneller als die Abspaltung der Schwefel- 
siure erfolgt. So waren nach 1 Minute Hydrolyse 70°/, der Heparin- 
wirkung verschwunden, wihrend eine Schwefelsiureabspaltung nach dieser 
Zeit noch kaum nachweisbar war. Mit der quantitativen Untersuchung der 
Schwefelsiiureabspaltung sind wir im Augenblick beschiftigt. 

Eine ausfiihrliche Mitteilung unserer Ergebnisse soll demniichst 
erfolgen. 
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*) Die Analysen wurden von Dr. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt. 
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Anschrift fiir Sendungen: 
Professor Dr. F. Knoop, Tibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, GmelinstraBe 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 





An unsere Mitarbeiter! 

Es ist wnbedingt notwendig, daf alle eingehenden - Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen' 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemadf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdize erméglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


Erich Strack und Ph. Wérdehof; K. Linderstrem-Lang, Heinz 
Holter, A. H. Palmer und A. Seeborg-Ohlson; Caspar Tropp, 
Bruno Eckardt und Wilh. Ténnies; Fritz Bandow und Emil 
Josef Klaus; H. Schulze; Hajo Wolbergs; N. Das, B. N. Ghosh 
und B. C. Guha; Eugen Bamann und E, Rendlen; M.A. Lisitzin und 
N.S. Alexandrowskaja; Hans Fischer und Hans Halbach; Edgar 
Weinberger; Fritz Horn; K. H. Slotta und Rob. Miiller; Anton 
Schaffner und H. Berl; Rich. Kuhn und H. Rudy; R. Feulgen; 





b. Flaschentraéger und K. Bernhard; Th. Wagner-Jauregg. 





Fiir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abktirzungen zu gebrauchen : 
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Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull. Soc. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 
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J. Amer. Chem. Soc. 
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J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
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